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Zusammenfassung 

In den letzten Jahren sind mehrere neue Pflanzenzuchtverfahren (NPZV) entwickelt worden, bei 

denen zu klären ist, wie sie und die aus ihnen gewonnenen Produkte rechtlich zu regulieren sind. 

Um den aus den NPZV entstehenden Handlungsbedarf evaluieren zu können, hat das Bundesamt 

für Umwelt (BAFU) im Jahr 2012 von der Sektion Biosicherheit (SBS) des Amts für Abfall, Wasser, 

Energie und Luft (AWEL) einen Grundlagenbericht erstellen lassen. Der vorliegende Bericht aktua-

lisiert diesen Grundlagenbericht teilweise. Er behandelt 22 NPZV und beschreibt jeweils die Tech-

nik, die möglichen Anwendungen sowie den Stand der Entwicklung. 
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1. Einleitung 

Mit den Fortschritten in der Molekularbiologie und Biotechnologie sind in den letzten Jahren meh-

rere neue Pflanzenzuchtverfahren (NPZV) entwickelt worden, die eines gemeinsam haben: Sie ba-

sieren zwar auf dem Einsatz gentechnischer Methoden, können aber zu Produkten führen, die frei 

von artfremden Genen sind. Einige dieser NPZV kommen bereits in Züchtungsprogrammen des 

kommerziellen Sektors zum Einsatz und in Nordamerika sind erste NPZV-Sorten auf dem Markt. In 

den kommenden Jahren ist weltweit mit der Lancierung weiterer NPZV-Produkte zu rechnen. 

Da es mit der Entwicklung der NPZV zunehmend schwieriger wird, eine klare Trennlinie zwischen 

gentechnischen und herkömmlichen Züchtungsverfahren zu ziehen, herrscht eine Unsicherheit 

darüber, ob die aus den NPZV hervorgehenden Pflanzen rechtlich GVO sind oder nicht. Diese Un-

sicherheit hat international eine Debatte darüber ausgelöst, wie NPZV-Produkte rechtlich zu regu-

lieren und die Governanz der NPZV zu gestalten ist. 

Wie die NPZV und daraus resultierende Produkte in der Schweiz zu regulieren sind, ist gegenwär-

tig unklar. Um die bestehende Rechtsunsicherheit anzugehen, hat das Bundesamt für Umwelt 

(BAFU) als federführendes Amt des Gentechnikgesetztes (GTG) im Jahr 2012 bei der Sektion Bio-

sicherheit (SBS) des Amts für Abfall, Wasser, Energie und Luft (AWEL) einen Grundlagenbericht 

über die NPZV erstellen lassen (Vogel 2012). Dieser Bericht behandelt die damals bekannten NPZV 

und stellt die Fragen dar, die sich im Zusammenhang mit den beschriebenen NPZV auf rechtlicher 

oder regulatorischer Ebene stellen. 

Der vorliegende Bericht ist eine teilweise Aktualisierung des Grundlagenberichts aus dem Jahr 

2012. Er behandelt 22 NPZV und beschreibt dazu jeweils die Technik, die möglichen Anwendungen 

sowie den aktuellen Stand der Entwicklung. Mit der CRISPR/Cas9-Technik (behandelt bei der NRE-

Technik in Abschnitt 6), der RNAi-induzierten CMS, der Transgen-gesteuerten Mutagenese, der 

Markergen-unterstützen Kreuzungs- und Haploidenzüchtung, dem TraitUp-Verfahren sowie dem 

Developmental Reprogramming beschreibt er sieben NPZV, die im Grundlagenbericht aus dem 

Jahr 2012 nicht behandelt worden sind.  

 

 
2. Cisgenese  

Die Cisgenese ist ein Konzept für die Transformation von Pflanzen. Im Gegensatz zur Transgenese, 

bei der Gene zwischen x-beliebigen Arten ausgetauscht werden, beinhaltet das Konzept der Cisge-

nese, dass Pflanzen nur mit arteigenen Genen oder mit Genen von nah verwandten, sexuell kom-

patiblen Arten transformiert werden (Holme et al. 2013, Lusser et al. 2012, Vanblaere et al. 

2011). Die transformierten Gene liegen dabei in ihrer natürlichen Orientierung vor, besitzen ihre 

eigenen Introns und sind von ihren nativen Promotoren und Terminatoren flankiert (Holme et al. 

2013, Molesini et al. 2012, Lusser et al. 2011, Vanblaere et al. 2011, Prins & Kok 2010, Schaart & 

Visser 2009, Schouten et al. 2006a/b). In Tabelle 1 sind die wesentlichen Unterscheidungsmerk-

male zwischen der Transgenese und der Cisgenese dargestellt. 

2.1 Beschreibung des Verfahrens 

Bei der Cisgenese wird das Erbgut von Pflanzen mit einem oder mehreren Cisgenen transformiert. 

Cisgene sind Gene aus dem natürlichen Genpool der zu transformierenden Pflanze, das heisst, sie 

stammen entweder von der Art selbst oder von einer verwandten, kreuzungskompatiblen Art. 

Cisgene werden aus einer Pflanzenzelle isoliert und dann unverändert in das Erbgut einer anderen 
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Pflanzenzelle eingefügt. Deshalb liegen sie in sense-Orientierung vor, besitzen ihre Introns und 

sind von ihren Promotoren und Terminatoren flankiert (Abbildung 1). 

Cisgene werden mit den gleichen Gentransfermethoden in das Erbgut eingefügt, die bei der Her-

stellung gentechnisch veränderter Pflanzen üblicherweise verwendet werden, wobei der Transfer 

der Cisgene gegenwärtig hauptsächlich mit Hilfe von Agrobakterien erfolgt. Auch die NRE-Techni-

ken (Abschnitt 6) können zur Herstellung cisgener Pflanzen eingesetzt werden. 

 

Tabelle 1: Transgenese und Cisgenese – zwei unterschiedliche Strategien zur Transformation 

von Pflanzen (nach Molesini et al. 2012). 

 
 Transgenese Cisgenese 

Quelle der kodierenden DNA-

Sequenzen 

Alle Arten Dieselbe Art oder kreuzungs-

kompatible Art  

Quelle der regulatorischen DNA-

Sequenzen 

Alle Arten Dieselbe Art oder kreuzungs-

kompatible Art 

Typ des genetischen Konstrukts Neue Kombinationen von ko-

dierenden und regulatorischen 

Sequenzen 

Perfekte Kopie des natürlichen 

Gens 

Orientierung der exprimierten 

Sequenz 

Sense- oder antisense-Orientier-

ung, Haarnadel-Konstrukte 

Sense-Orientierung 

T-DNA Grenzsequenzen Linke und rechte Grenzsequenz-

en der Agrobacterium-T-DNA 

keine spezifischen Anforderungen 

Selektierbare Markergene Marker vorhanden  Keine oder cisgene Marker 

vorhanden 

 

Da cisgene Pflanzen per Definition keine artfremden Gene enthalten sollen, muss ihre Herstellung 

so erfolgen, dass sie entweder einen cisgenen Marker besitzen (Rosellini 2011) oder frei von Mar-

kergenen sind. Für die Herstellung Marker-freier cisgener Pflanzen stehen unterschiedliche Stra-

tegien zur Verfügung, wobei es möglich ist, Markergene aus transformierten Pflanzen zu entfernen 

oder Pflanzen direkt ohne Markergene zu transformieren (Breyer et al. 2014). 

 

Abbildung 1: Struktur eines typischen Pflanzengens. Das Gen ist Teil eines Chromosoms und besteht 

aus Promotor und Terminator, 5‘- und 3‘-nicht translatierten Regionen (UTR) sowie Exons und Introns. 

Promotor und Terminator sind regulatorische Sequenzen. Die Exons können bei der Transkription fusio-

niert und dann in ein Protein translatiert werden. Abbildung nach Schaart & Visser (2009). 
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2.1.1 Definitorische Aspekte 

Die Cisgenese ist ein Konzept, das in der Literatur unterschiedlich definiert wird (Holme et al. 

2013, Prins & Kok 2010). Unabhängig von den jeweiligen Definitionen gibt es einige Aspekte, die 

es gegenwärtig weitgehend verhindern, auf eine «hieb- und stichfeste» Art und Weise festzulegen, 

was Cisgenese ist (Prins & Kok 2010). Die Aspekte, die bei der Definition der Cisgenese zu einer 

«grauen Zone» (Prins & Kok 2010) führen könnten, sind im Folgenden aufgeführt.  

Zeitpunkt der Definition: Unklar ist gegenwärtig, an welchem Punkt des Prozesses die Definition 

angewandt werden soll. Bezieht sich die Definition auf die beabsichtigte genetische Veränderung 

oder nur auf die Veränderung, die tatsächlich in der Pflanze stattgefunden hat (Prins & Kok 2010). 

Codonveränderungen: Ist die Sequenz eines Cisgens bekannt, so ist es grundsätzlich möglich, das 

Cisgen synthetisch herzustellen und dabei die Sequenz an die Codonvorlieben der zu transformie-

renden Pflanze anzupassen. Inwiefern synthetische Gene mit optimierten Codons unter die Defini-

tion der Cisgenese fallen oder nicht, ist unklar (Prins & Kok 2010). 

Insertion partieller Cisgene: Bei der Transformation von Pflanzen mit Cisgenen ist es möglich, dass 

es neben der Insertion ganzer Cisgene auch zur Insertion von Bruchstücken und zu Rearrange-

ments kommt. Ob Pflanzen mit solchen Bruchstücken und/oder Rearrangements als cisgen gelten 

können, ist unklar (Prins & Kok 2010). 

Quelle der Cisgene: Was die Quelle der Cisgene betrifft, werden bei den unterschiedlichen Definiti-

onen der Cisgenese verschiedene Begriffe verwendet: Cisgene können aus dem «natürlichen Gen-

pool» einer Pflanze stammen oder aus dem «Genpool der Züchter» (breeder‘s gene pool) oder von 

«kreuzbaren Arten» oder von «sexuell kompatiblen Arten». Zu klären sein könnten dabei folgende 

Fragen: Können Gene, die sich allein via eine Brückenkreuzung in eine Pflanze einkreuzen lassen, 

als Cisgene eingesetzt werden? Können Gene, die sich allein via Weite Kreuzungen und embryo-

rescue-Verfahren in eine Pflanze übertragen lassen, als Cisgene verwendet werden? Hängt die 

Antwort auf die beiden Fragen davon ab, ob die Gene bereits via Brückenkreuzung oder Weite 

Kreuzung übertragen worden sind und somit im Erbgut einer «direkt» kreuzbaren Art vorliegen? 

Transfer von Organellen-Genen: Zusätzlich zum Erbgut des Zellkerns besitzen Pflanzen auch die 

Organellen-Genome der Plastiden und Mitochondrien. Gene aus den Organellen-Genomen lassen 

sich mit den etablierten Transformationstechniken ebenfalls transferieren. Inwiefern und in wel-

chen Fällen solche Gene als Cisgene definiert werden könnten, bleibt zu diskutieren (Prins & Kok 

2010). EFSA (2012) betrachtet den Transfer von Organellen-Genen zwischen sexuell kompatiblen 

Pflanzenarten dann als Cisgenese, wenn die Gene in das gleiche Organell integriert werden, aus 

dem sie stammen. 

Insertion «überflüssiger» Sequenzen: Mit den gängigen Transformationsmethoden können zusam-

men mit den Cisgenen auch noch weitere Sequenzen ins Erbgut einer Pflanze inseriert werden. Zu 

diesen Sequenzen können folgende gehören: Vektor-Rückgrat-Sequenzen (Gelvin 2003), Sequen-

zen aus dem chromosomalen Erbgut von Agrobakterien (Ülker et al. 2008), Grenzsequenzen der 

T-DNA (Holme et al. 2012), synthetische Sequenzen (z.B. multiple Klonierungsstellen, die sich in-

nerhalb der T-DNA befinden; Holme et al. 2012) sowie Erkennungssequenzen von Rekombinasen, 

die bei bestimmten Methoden zur Entfernung von Markergenen im Erbgut der Pflanze zurückblei-

ben können (beim Cre/loxP-Rekombinationssystem beispielsweise bleibt eine einzelne loxP-Sequ-

enz zurück; Terada et al. 2010). In den Fällen, in denen überflüssige Sequenzen nicht mit dem 

Cisgen verlinkt sind, können die Sequenzen via Segregation entfernt werden. Ist eine Segregation 

nicht möglich, verbleiben die überflüssigen Sequenzen im Erbgut. Damit kann sich in gewissen 

Fällen die Frage stellen, wie das Vorkommen überflüssiger Sequenzen hinsichtlich der Definition 

der Cisgenese zu beurteilen ist. Da es sich in den meisten Fällen um kurze Sequenzen handelt, 
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dürften sich dazu im Erbgut der transformierten Pflanze homologe oder weitgehend homologe Se-

quenzen finden lassen, weshalb die Sequenzen wiederum als arteigen betrachtet werden könnten. 

Hinsichtlich der möglicherweise in cisgenen Pflanzen vorkommenden überflüssigen Sequenzen wird 

in der Literatur hauptsächlich das Vorkommen von Grenzsequenzen der T-DNA diskutiert. Dabei 

wird zuweilen auch explizit zwischen «Cisgenese» und «Cisgenese mit T-DNA-Grenzsequenzen» 

unterschieden (EFSA 2012, NTWG 2011).  

2.2 Mögliche Anwendungen in der Pflanzenzucht 

Die Cisgenese wird in der Pflanzenzüchtung eingesetzt, um bestehende Sorten genetisch zu ver-

bessern. Da die Gene, die dabei benutzt werden, aus dem natürlichen Genpool der Sorte stam-

men, beruht die Cisgenese auf demselben genetischen Material, das auch bei der Kreuzungszüch-

tung von sexuell kompatiblen Pflanzen verwendet wird. Im Vergleich zur Kreuzungszüchtung bie-

tet die Cisgenese jedoch den Vorteil, dass die gewünschten Gene ohne linkage drag übertragen 

werden können (Eckerstorfer et al. 2014, Lusser et al. 2011, Jacobsen & Schouten 2009). Die Cis-

genese kann somit die Züchtung beschleunigen, da die langwierige Rückkreuzung zur Entfernung 

des linkage drag entfällt. Diese Zeiteinsparung ist vor allem bei Kulturarten von Bedeutung, die 

vegetativ vermehrt werden oder eine lange Generationszeit haben (Lusser et al. 2011, Schaart & 

Visser 2009). Zudem könnte sie auch in den Fällen eine wichtige Rolle spielen, in denen Resistenz-

gene pyramidisiert werden sollen (Lusser et al. 2011).  

Zu den Eigenschaften, die mittels Cisgenese in einer Sorte verbessert werden könnten, gehören 

unter anderem: Erhöhung der Krankeitsresistenz, veränderte Pflanzenarchitektur und verbesserte 

Futtermittelcharakteristika (Holme et al. 2012, Han et al. 2011, Vanblaere et al. 2011).   

2.3 Stand der Entwicklung 

Das Konzept der Cisgenese ist im Jahr 2000 erstmals vorgestellt (Holme et al. 2013) und dann mit 

den Publikationen von Schouten et al. (2006a/b) international bekannt gemacht worden. Seither 

sind in der Literatur vereinzelt cisgene Pflanzen beschrieben worden: bei Apfel (Chizzali et al. 

2016, Kost et al. 2015, Krens et al. 2015, Würdig et al. 2015, Jänsch et al. 2014, Vanblaere et al. 

2014/2011), Gerste (Holme et al. 2012) und Kartoffel (Jo et al. 2014). Zu den Kulturarten, bei de-

nen über erste Schritte der Entwicklung cisgener Pflanzen berichtet worden ist, gehören Birne (Ri-

ghetti et al. 2014), Chinakohl (Konagaya et al. 2013), Hartweizen (Gadaleta et al. 2008), Kastanie 

(Corredoira et al. 2012), Melone (Benjamin et al. 2009), Pappel (Han et al. 2011), Weinrebe 

(Dhekney et al. 2011) und Zitruspflanzen (An et al. 2013). 

In Europa sind bisher für fünf cisgene Pflanzen Freisetzungsversuche beantragt worden (JRC 2015, 

BAFU 2015): für Schorf-resistente Äpfel (Niederlande), für Feuerbrand-robuste Äpfel (Schweiz), 

für Äpfel mit erhöhtem Anthocyaningehalt (Niederlande), für Phytophtora-resistente Kartoffeln 

(Belgien, Niederlande, Schweiz) und für Gerste mit verbesserter Phytaseaktivität (Dänemark). 

 

 
3. Intragenese 

Die Intragenese ist ein Konzept für die Transformation von Pflanzen. Im Gegensatz zur Transgene-

se, bei der Gene zwischen x-beliebigen Arten ausgetauscht werden, beinhaltet das Konzept der In-

tragenese, dass Pflanzen nur mit arteigenen Genen oder mit Genen von nah verwandten, sexuell 

kompatiblen Arten transformiert werden (Tabelle 2). Anders als bei der Cisgenese (Abschnitt 2) ist 

es bei der Intragenese möglich, das genetische Material vor der Transformation neu zu kombinier-

en (Holme et al. 2013, Lusser et al. 2012/2011, Molesini et al. 2012, Rommens et al. 2011/2007, 
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Rommens 2010/2007, Schaart & Visser 2009). Zudem besteht bei der Intragenese der Transfor-

mationsvektor aus funktionalen DNA-Fragmenten, die aus dem Erbgut der zu verändernden Art 

oder einer kreuzungskompatiblen Art stammen (Konzept des intragenen Vektors; Molesini et al. 

2012, Rommens et al. 2011/2005, Conner et al. 2007, Rommens 2004). 

3.1 Beschreibung des Verfahrens 

Bei der Intragenese wird das Erbgut von Pflanzen mit einem oder mehreren Intragenen transfor-

miert. Intragene sind neu kombinierte genetische Konstrukte, deren DNA-Sequenzen entweder 

von derselben Pflanzenart oder von einer verwandten, kreuzungskompatiblen Art stammen. Mög-

liche Neukombinationen sind unter anderem die Entfernung der Introns, der Austausch von Pro-

motoren und Terminatoren, der Wechsel der Orientierung der kodierenden Sequenzen sowie die 

Verwendung von Haarnadel-Konstrukten (Molesini et al. 2012). 

Intragene werden mit den gleichen Transformationsmethoden in das Erbgut einer Pflanze einge-

fügt, die bei der Herstellung transgener Pflanzen verwendet werden, beispielsweise mit biolisti-

schen Verfahren oder mit Hilfe von Agrobakterien. Neben den etablierten Transformationsmetho-

den können auch NRE-Techniken (Abschnitt 6) für die Intragenese benutzt werden. 

 

Tabelle 2: Transgenese und Intragenese – zwei unterschiedliche Strategien zur Trans-

formation von Pflanzen (nach Molesini et al. 2012, Rommens et al. 2011). 

 
 Transgenese Intragenese 

Quelle der kodierenden DNA-

Sequenzen 

Alle Arten Dieselbe Art oder kreuzungs-

kompatible Art  

Quelle der regulatorischen DNA-

Sequenzen 

Alle Arten Dieselbe Art oder kreuzungs-

kompatible Art 

Typ des genetischen Konstrukts Neue Kombinationen von 

kodierenden und regulatorischen 

Sequenzen 

Neue Kombinationen von 

kodierenden und regulato-

rischen Sequenzen 

Orientierung der exprimierten 

Sequenz 

Sense- oder antisense-

Orientierung, Haarnadel-

Konstrukte 

Sense- oder antisense-

Orientierung, Haarnadel-

Konstrukte 

T-DNA Grenzsequenzen Linke und rechte Grenzsequenz-

en der Agrobakterium T-DNA 

Linke und rechte Ränder der 

Transfer-DNA stammen von der 

Pflanze selbst oder von einer 

kreuzungskompatibler Art 

Selektierbare Markergene Markergene vorhanden  Entweder keine Markergene 

vorhanden oder pflanzliche 

Markergene vorhanden 

 

Da intragene Pflanzen per Definition keine artfremden Sequenzen enthalten sollen, muss ihre Her-

stellung so erfolgen, dass sie entweder einen intragenen Marker besitzen (Rosellini 2011) oder frei 

von Markergenen sind. Für die Herstellung Marker-freier intragener Pflanzen stehen unter-

schiedliche Strategien zur Verfügung. So ist es möglich, Markergene aus transformierten Pflanzen 

zu entfernen oder Pflanzen direkt ohne Markergene zu transformieren (Breyer et al. 2014). 

Mit den gängigen Transformationsmethoden können zusammen mit den Intragenen auch noch 

weitere Sequenzen ins Erbgut einer Pflanze inseriert werden. Zu diesen Sequenzen gehören unter 
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anderem Grenzsequenzen der T-DNA und Vektor-Rückgrat-Sequenzen. Um zu vermeiden, dass 

damit artfremde Sequenzen ins Erbgut einer intragenen Pflanze gelangen, haben Forschende das 

Konzept der P-DNA beziehungsweise das Konzept des intragenen Vektors entwickelt (Holme et al. 

2013, Rommens 2004, Rommens et al. 2004).  

3.1.1 P-DNA-Konzept 

Werden Intragene mit Hilfe von Agrobakterien in Pflanzenzellen eingeführt, erfolgt die Insertion 

via die T-DNA (Transfer DNA). Diese T-DNA ist an ihren beiden Enden von den so genannten 

linken (LG) und rechten (RG) Grenzsequenzen flankiert, die für die Insertion des Intragens 

erforderlich sind. LG und RG sind maximal 25 Basenpaare lang (Gelvin 2003). Der T-DNA-Strang, 

der ins Erbgut der Pflanze inseriert wird, enthält normalerweise 21-22 Nukleotide der LG und 3 bis 

4 Nukleotide der RG (EFSA 2012, Schaart & Visser 2009, Conner et al. 2007), wobei es während 

der Insertion auch zu zufälligen Deletionen von Nukleotiden der LG und RG kommen kann. So 

kann die RG im Insert oft gänzlich fehlen und die inserierte LG auf zwei Nukleotide verkürzt sein 

(Prins & Kok 2010). Falls Sequenzen der LG und/oder RG zusammen mit dem Intragen ins Erbgut 

einer Pflanze inseriert werden, würde die Pflanze artfremde Sequenzen besitzen und deshalb nicht 

mehr unter die Definition der Intragenese fallen. Um dies zu verhindern, wird bei der Transforma-

tion anstelle der T-DNA P-DNA verwendet. P-DNA ist funktionell identisch mit der T-DNA. Ihre LG 

und RG bestehen jedoch aus Sequenzen, die von der zu transformierenden Pflanze selbst oder 

einer kreuzbaren Art stammen. Zur Herstellung von P-DNA werden hauptsächlich zwei Ansätze 

verfolgt. (I) Der erste Ansatz besteht darin, im Erbgut einer Pflanze Sequenzbereiche zu suchen, 

die soweit homolog mit den LG und RG der T-DNA von Agrobakterien sind, dass sie deren Funktion 

übernehmen können. Werden solche Sequenzen gefunden, können sie in der P-DNA als LG und RG 

eingesetzt werden (Rommens et al. 2005/2004). (II) Der zweite Ansatz besteht darin, im Erbgut 

einer Pflanze nach Sequenzbereichen zu suchen, die funktional die LG und RG der T-DNA ergeben, 

wenn sie zusammengesetzt werden (Conner et al. 2007). Die P-DNA wird somit in silico aus 

pflanzeneigenen Sequenzen konstruiert. Im Falle der RG ist es des Weiteren möglich, einen dritten 

Ansatz zu verfolgen: Da normalerweise nur die ersten 3 bis 4 Nukleotide des RG ins Erbgut der 

Pflanze inseriert werden, lassen sich chimärische P-DNAs herstellen, bei denen die ersten vier 

Nukleotide des RG pflanzlichen Ursprungs sind und der Rest identisch mit der authentischen 

Agrobakterien RG ist (Conner et al. 2007). 

3.1.2 Konzept des intragenen Vektors 

Da bei der Transformation von Intragenen neben den LG und RG der T-DNA noch weitere Sequen-

zen aus dem Vektor ins Erbgut der Pflanze mit inseriert werden können, werden intragene Vek-

toren konstruiert, um die Insertion artfremder Sequenzen zu minimieren (Rommens et al. 2011, 

Conner et al. 2007). Das Konzept des intragenen Vektors besteht dabei darin, im Erbgut einer zu 

transformierenden Pflanze (oder einer sexuell kompatiblen Artverwandten) Sequenzen zu identifi-

zieren, die funktional identisch sind mit Vektorsequenzen. Werden solche Sequenzen gefunden, 

können sie zur Konstruktion eines Vektors genutzt werden (Conner et al. 2007).  

3.1.3 Definitorische Aspekte 

Die Intragenese ist ein Konzept, das in der Literatur unterschiedlich definiert wird. Zu den Aspek-

ten, die in den jeweiligen Definitionen verschieden oder nicht behandelt werden, gehören 

folgende:  

Codonveränderungen: Ein Intragen lässt sich synthetisch herstellen, weshalb es möglich ist, seine 

Sequenz an die Codonvorlieben der zu transformierenden Pflanze anzupassen. Inwiefern syntheti-
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sche Gene mit optimierten Codons unter die Definition der Intragenese fallen oder nicht, ist un-

klar. 

Quelle des eingefügten genetischen Materials: Was die Quelle der Intragene betrifft, werden bei 

den unterschiedlichen Definitionen der Intragenese verschiedene Begriffe verwendet: Die Sequen-

zen der intragenen Konstrukte können aus dem «natürlichen Genpool» einer Pflanze stammen 

oder aus dem «Genpool der Züchter» (breeder‘s gene pool) oder von «kreuzbaren Arten» oder 

von «sexuell kompatiblen Arten». Zu klären sein könnten dabei folgende Fragen: Können Gene, 

die sich allein via eine Brückenkreuzung in eine Pflanze einkreuzen lassen, als Intragene einge-

setzt werden? Können Gene, die sich allein via Weite Kreuzungen und embryo-rescue-Verfahren in 

eine Pflanze übertragen lassen, als Intragene verwendet werden? Hängt die Antwort auf die bei-

den Fragen davon ab, ob die Gene bereits via Brückenkreuzung oder Weite Kreuzung übertragen 

worden sind und somit im Erbgut einer «direkt» kreuzbaren Art vorliegen? 

3.2 Mögliche Anwendungen in der Pflanzenzucht 

Die Intragenese kann in der Pflanzenzüchtung eingesetzt werden, um bestehende Sorten gene-

tisch zu verbessern. Da sich das benutzte genetische Material vor der Transformation neu kombi-

nieren lässt, bietet das Verfahren unterschiedlichste Möglichkeiten. So ermöglicht die Intragenese 

nicht nur die Expression neuer Gene, sondern auch die Stilllegung, die Überexpression oder die 

Änderung der Gewebeaktivität von endogenen Genen. Zu den Eigenschaften, die mittels Intrage-

nese erzeugt werden könnten, gehören unter anderem: verbesserte Krankheitsresistenz, reduzier-

ter Allergengehalt, veränderte Stärkezusammensetzung, erhöhte Vitaminmenge und verringerter 

Ligningehalt (siehe Rommens 2007). 

3.3 Stand der Entwicklung 

Das Konzept der Intragenese ist 2004 erstmals formuliert worden (Rommens 2004, Rommens et 

al. 2004). Seither ist die Entwicklung intragener Pflanzen bei verschiedenen Kulturarten in Angriff 

genommen worden (Holme et al. 2013, Rommens et al. 2011). Zu diesen Arten gehören: Apfel 

(Joshi et al. 2011), Erdbeere (Schaart 2004), Kartoffel (Brummel et al. 2015, Chawla et al. 2012, 

Rommens et al. 2008/2006/2004), Luzerne (Weeks et al. 2008), Pappel (Lu et al. 2015), Weidel-

gras (Puthigae et al. 2010), Weinrebe (Espinoza et al. 2013) und Zitruspflanzen (An et al. 2013). 

In der EU sind bisher bei Apfel und Kartoffel Gesuche für Freisetzungsversuche mit intragenen 

Pflanzen eingegangen (JRC 2015, Lusser et al. 2011).  

In den USA hat die Intragenese mit der Lancierung der Innate-Kartoffeln der Firma Simplot zu den 

ersten kommerziell erhältlichen Sorten geführt (Halterman et al. 2015, Waltz 2015). Die Innate-

Kartoffeln der ersten Generation, deren Anbau 2014 bewilligt worden ist, haben einen geringen 

Gehalt an Asparagin und laufen nicht braun an. Ihre Anbaufläche betrug 2015 rund 160 Hektar 

und soll 2016 auf 800 Hektar steigen (Transgen 2015). Die Innate-Kartoffel der zweiten Ge-

neration ist 2015 für den Anbau zugelassen worden. Sie weist im Vergleich zur ersten Generation 

zusätzlich eine Resistenz gegen Phytophtora infestans auf und soll 2017 auf den US-Markt kom-

men. 

 

 

4. Pfropfen mit gentechnisch veränderten Wurzelstöcken 

Pfropfen ist ein altes Verfahren, das im Wesentlichen daraus besteht, einen Zweig (Reiser) einer 

Sorte mit einer Unterlage (Wurzelstock) einer anderen Sorte zusammenzufügen. Wird die Pfropf-

technik mit der Gentechnik kombiniert, lässt sich dies auf drei verschiedene Arten tun (Abbildung 
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2): (I) Pfropfen eines herkömmlichen Reisers auf einen gentechnisch veränderten Wurzelstock; 

(II) Pfropfen eines gentechnisch veränderten Reisers auf einen herkömmlichen Wurzelstock, und 

(III) Pfropfen eines gentechnisch veränderten Reisers auf einen gentechnisch veränderten Wur-

zelstock. 

Die Fälle (I) und (II) werden in der Literatur auch als Transgrafting bezeichnet (Albacete et al. 

2015, Song et al. 2015, Eckerstorfer et al. 2014, Lemgo et al. 2013, Haroldsen et al. 2012). 

In den folgenden Abschnitten wird ausschliesslich der Fall (I) behandelt. Er wird in der Pflanzen-

zucht am häufigsten verfolgt und ist für die vorliegende Arbeit relevant, weil sich aus regulatori-

scher Sicht die Frage stellt, wie mit Nachkommen und Produkten des Reisers umzugehen ist.  

 

 

 

Abbildung 2: Die drei möglichen Arten von Chimären, die bei der Kombination von Pfropftechnik und 

Gentechnik entstehen können; GV = gentechnisch verändert. Bildquelle: Schouten 

 

 

4.1 Beschreibung des Verfahrens 

Das Verfahren kombiniert die Pfropftechnik mit der Gentechnik. Dabei werden als erstes gentech-

nisch veränderte Wurzelstöcke hergestellt. Dies geschieht, in dem eine Pflanze mit gentechnischen 

Methoden (z.B. mittels Agrobakterien oder Biolistik) transformiert wird. Aus der transformierten 

Pflanze werden dann die Wurzelstöcke gewonnen. Schliesslich werden auf die gentechnisch verän-

derten Wurzelstöcke die Reiser gepfropft (Lusser et al. 2011). 

Für die gentechnische Veränderung der Wurzelstöcke können Transgene, Cisgene, Intragene oder 

andere genetische Konstrukte eingesetzt werden (Song et al. 2015, Lusser & Davies 2013). 

4.2 Mögliche Anwendungen in der Pflanzenzucht 

Die Pfropftechnik kommt hauptsächlich bei Zier- und Obstbäumen, Gemüse und Blumen zum Ein-

satz. Bei allen pfropfbaren Arten, die mit gentechnischen Methoden transformierbar sind, lassen 

sich Chimären aus gentechnisch nicht veränderten Reisern und gentechnisch veränderten Wurzel-

stöcken herstellen.  

Das Pfropfen von herkömmlichen Reisern auf gentechnisch veränderte Wurzelstöcke kann in der 

Pflanzenzucht hauptsächlich für die drei im Folgenden aufgeführten Ziele angewandt werden: 

1. Einsatz von Wurzelstöcken mit neuen Eigenschaften: Wurzelstöcke werden so gentechnisch ver-

ändert werden, dass sie gegen bodenbürtige Krankheiten resistent sind oder verbesserte Durch-

wurzelungseigenschaften besitzen (z.B. Geier et al. 2008, Park et al. 2005). Beides kann den 

Ertrag der an den Reisern geernteten Produkte erhöhen.  
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2. Veränderung der Eigenschaften des Reisers: Wurzelstöcke werden so gentechnisch verändert, 

dass sie Proteine oder siRNAs bilden, die in den Reiser transportiert werden und dadurch die 

Eigenschaften des Reisers in erwünschter Weise verändern (Song et al. 2015, Zhao & Song 2014, 

Kasai et al. 2011, Notaguchi et al. 2008, Dutt et al. 2007). Auf diesem Wege lassen sich neue 

Eigenschaften in eine Reihe genetisch unterschiedlicher Reiser einführen, ohne dass diese selbst 

gentechnisch verändert werden müssen (Lusser et al. 2011). 

3. Hilfsmittel für andere Züchtungsverfahren: wie unter 2. werden die Wurzelstöcke so verändert, 

dass sie Proteine oder siRNAs bilden, die in den Reiser transportiert werden. Das Ziel ist dabei je-

doch nicht, im Reiser direkt kommerzielle Eigenschaften zu induzieren, sondern vielmehr die Er-

möglichung von Züchtungsverfahren wie zum Beispiel die Blühverfrühungs-Technik (Febres et al. 

2011, Zhang et al. 2010; Abschnitt 15), das Reverse Breeding (Dirks et al. 2009; Abschnitt 18) 

oder das RdDM (Bai et al. 2011; Abschnitt 13). 

Zusätzlich zu den genannten drei Anwendungszielen wird auch diskutiert, Wurzelstöcke mit trans-

formierten Plastiden für die Pflanzenzüchtung zu verwenden (Wani et al. 2015, Bock 2014, Thys-

sen et al. 2012, Stegemann et al. 2012). Da Chloroplasten aus dem Wurzelstock in den Reiser 

wandern können, wird es möglich, transplastomische Wurzelstöcke zu nutzen, um transformierte 

Plastide in verschiedene Sorten einzubringen (Thyssen et al. 2012) oder um transplastomische 

Sorten bei solchen Pflanzenarten zu züchten, deren Plastide sich nicht transformieren lassen (Ste-

gemann et al. 2012). Da diese Anwendungen zu transplastomischen Pflanzen und damit zu GVO 

führen, werden sie im Folgenden nicht weiter behandelt. 

4.3 Stand der Entwicklung 

Die Nutzung gentechnisch veränderter Wurzelstöcke wird hauptsächlich an Gehölzen erprobt, so 

unter anderem an Apfel (Smolka et al. 2010, Xu et al. 2009, Zhu et al. 2001), Kirsche (Zhao & 

Song 2014, Song et al. 2013), Orange (La Malfa et al. 2009) Pappel (Wang et al. 2012), Pflaume 

(Nagel et al. 2010), Wassermelone (Kim et al. 2015a, Han et al. 2015/2009, Youk et al. 2009, 

Park et al. 2005), Walnuss (Vahdati et al. 2002) und Weinrebe (Krastanova et al. 2010, Hemmer 

et al. 2009, Aguero et al. 2005, Gambino et al. 2005, Geier et al. 2008, Vigne et al. 2004, Coutos-

Thevenot et al. 2001). Zudem wird der Einsatz gentechnisch veränderter Wurzelstöcke auch bei 

Gurke, Erbse, Kartoffel, Tabak und Tomate untersucht (Übersicht bei Lusser et al. 2011). In eini-

gen Fällen sind gentechnisch veränderte Wurzelstöcke auch bereits in Freisetzungsversuchen un-

tersucht worden. In der EU beispielsweise sind für Apfel, Birne, Citrange, Pflaume, Orange und 

Weinrebe entsprechende Gesuche eingereicht worden (JRC 2015).  

 

 

5. TraitUp-Verfahren 

Das TraitUp-Verfahren nutzt rekombinante Geminivirus-basierte Plasmide, um Pflanzen mit neuen 

Eigenschaften zu erzeugen. Die Plasmide werden dazu in die Pflanzen gebracht, wo sie autonom 

replizieren, aber nicht ins Erbgut integrieren (Sela et al. 2014). Da die Plasmide nicht weiterver-

erbt werden, können die Nachkommen der behandelten Pflanzen frei von rekombinanter DNA sein 

(Morflora 2014). 

5.1 Beschreibung des Verfahrens 

Das TraitUp-Verfahren beruht auf dem Einsatz rekombinanter IL-60- oder p1470-Plasmide (Gover 

et al 2014, Mozes-Koch et al. 2012, Peretz et al. 2007). Die beiden Plasmide sind «entwaffnete» 

Formen des Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) und sind so konstruiert, dass sie sich innerhalb 
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einer Pflanze ausbreiten und dauerhaft autonom replizieren können, ohne dass sie ins Erbgut der 

Pflanze inseriert werden. Die Plasmide lassen sich direkt in die Samen von Pflanzen einbringen 

(Lapidot et al. 2014). Da sie mit Expressionskassetten oder RNAi-Konstrukten ausgestattet werden 

können, lassen sich Pflanzen erzeugen, die fremde Gene exprimieren oder stillgelegte Gene auf-

weisen (Mozes-Koch et al. 2012, Peretz et al. 2007). Nach gegenwärtigem Stand des Wissens wer-

den die Plasmide nicht weitervererbt. 

5.2 Mögliche Anwendungen in der Pflanzenzucht 

Mit dem TraitUp-Verfahren lassen sich ähnliche Ziele verfolgen wie mit der Trans-, Cis- oder Intra-

genese. Anders als bei diesen Transformations-basierten Verfahren werden die erwünschten Ei-

genschaften jedoch nicht während eines langwierigen Züchtungsprozesses erzeugt, sondern durch 

die Behandlung des Saatguts mit rekombinanten Plasmiden. 

5.3 Stand der Entwicklung 

TYLCV-basierte Plasmide sollen in mehr als 40 verschiedenen Kulturarten exprimierbar sein (Dietz 

2013), so zum Beispiel in Mais, Weizen, Gerste, Banane, Pfeffer, Olive, Soja, Karotte und Tomate 

(Peretz et al. 2007). Konkrete Anwendungsbeispiele finden sich gegenwärtig kaum. Bei Tomate ist 

es gelungen, ein komplettes bakterielles Operon zu exprimieren, was dazu führte, dass die Pflanze 

das Antibiotikum Pyrrolnitrin bildete (Mozes-Koch et al. 2012). Zudem wird bei Tomaten daran ge-

arbeitet, Sorten zu entwickeln, die gegen die Welkekrankheit resistent sind (Braverman 2013). Bei 

Apfel wird das Verfahren erprobt, um Schorf-resistente Sorten zu erzeugen (Cusin et al. 2014). 

 

 

6. NRE-Technik 

Die NRE-Technik (NRE= Neue Restriktionsenzyme) ist ein neues Züchtungsverfahren, bei dem 

ortsspezifische Nukleasen dazu benutzt werden, um das Erbgut von Pflanzen gezielt zu verändern 

(Baltes & Voytas 2015, Lee et al. 2015, Kim et al. 2015b, Osakabe & Osakabe 2015a/b, Rinaldo & 

Ayliffe 2015, Weeks et al. 2015, Xiong et al. 2015, Fichtner et al. 2014, Chen & Gao 2014, Kathi-

ria & Eudes 2014, Nakayama et al. 2014, Pauwels et al. 2014, Puchta & Fauser 2014, Voytas & 

Gao 2014, Podevin et al. 2013, Voytas 2013, Curtin et al. 2012, Tzfira et al. 2012). Gentechnische 

Methoden kommen während des Verfahrens zum Einsatz, um Gene, die für ortsspezifische Nuklea-

sen kodieren, in Pflanzenzellen einzuführen. Da diese Gene im Endprodukt nicht mehr benötigt 

werden, können aus der NRE-Technik Pflanzen hervorgehen, die frei von extrazellulär eingeführten 

DNA-Sequenzen sind (z.B. Wolt et al. 2015, Voytas & Gao 2014, Pauwels et al. 2014). 

In der Literatur finden sich unterschiedliche Bezeichnungen für das NRE-Verfahren. Dazu gehören 

genome editing (Sprink et al. 2015, Kathiria & Eudes 2014), genome editing with engineered 

nucleases (GEEN, Osakabe & Osakabe 2015a/b), precision genetic engineering (PGE; Nakayama 

et al. 2014), precision genetic modification (PGM)-techniques (Fichtner et al. 2014), targeted 

genome modification (TagMo)-technologies (Kokotovich & Kuzma 2014), nuclease-based gene tar-

geting (NBGT; Pauwels et al. 2014), site-directed nuclease (SDN)-techniques (Lusser & Davies 

2013), site-specific nuclease (SSN)-techniques (Chen & Gao 2014) und nuclease-mediated site-

directed mutagenesis (Eckerstorfer et al. 2014). 

6.1 Beschreibung des Verfahrens 

Die NRE-Technik beruht auf dem Einsatz ortsspezifischer Nukleasen und der Ausnutzung zelleige-

ner DNA-Reparaturprozesse der Pflanzen. Die ortsspezifischen Nukleasen werden dabei genutzt, 
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um an vorbestimmten Orten des Erbguts der Pflanzen Doppelstrangbrüche herbeizuführen. Dort, 

wo die Nukleasen einen Doppelstrangbruch erzeugt haben, beginnen pflanzeneigene Reparatur-

prozesse. Die Reparatur des Doppelstrangbruchs erfolgt dabei entweder durch nicht-homologe 

Verknüpfung (non-homologous end joining, NHEJ) oder, falls ein DNA-Molekül mit Homologien zur 

gebrochenen Sequenz vorhanden ist, durch homologe Rekombination (HR). Das NHEJ führt an der 

Bruchstelle zur Substitution, Insertion oder Deletion von Nukleotiden. Die HR wiederum hat zur 

Folge, dass es an der Bruchstelle zum Genaustausch oder zur Insertionen neuer Gene kommt. 

Im Folgenden wird beschrieben, welche Typen von Nukleasen beim NRE-Verfahren eingesetzt wer-

den können, welche Kategorien von Veränderungen sich mit den Nukleasen erzeugen lassen, und 

welche Methoden es gibt, die Nukleasen in Pflanzenzellen einzuschleusen. 

6.1.1 Nuklease-Typen 

Gegenwärtig stehen für die NRE-Technik hauptsächlich vier Typen ortsspezifischer Nukleasen zur 

Verfügung (Baltes & Voytas 2015, Rinaldo & Ayliffe 2015, Weeks et al. 2015, Puchta & Fauser 

2014): Meganukleasen (MN), Zinkfingernukleasen (ZFN), TALE-Nukleasen (TALEN) und CRISPR/ 

Cas9. Erprobt werden zudem auch RNA-geleitete FokI-Nukleasen sowie Nickasen (Lee et al. 

2015).  

Meganukleasen (MN): MN sind natürlich vorkommende Endonukleasen, die in der Regel DNA-Ab-

schnitte von einer Länge zwischen 12 und 40 Basenpaaren erkennen. MN können gezielt verändert 

werden, um ihre Erkennungssequenzen anzupassen (Rinaldo & Ayliffe 2015). 

Zinkfinger-Nukleasen (ZFN): ZFN sind synthetisch hergestellte Nukleasen, die aus einer DNA-Bin-

dungsdomäne aus Zinkfingern und der Nukleasedomäne des FokI-Restriktionsenzyms bestehen. 

ZFN werden in der Regel so konstruiert, dass sie einen bestimmten, 9 bis 18 Basenpaar langen 

DNA-Abschnitt erkennen können. Da die FokI-Aktivität eine Dimerisierung benötigt, braucht es je-

weils zwei ZFN, um an einem vorbestimmten Ort des Erbguts einen Doppelstrangbruch erzeugen 

zu können (Lee et al. 2015). 

TALE-Nukleasen (TALEN): TALEN sind wie ZFN künstlich hergestellte Nukleasen. Sie bestehen aus 

der DNA-Bindungsdomäne von transcription activator-like effector (TALE)-Proteinen und der Nuk-

leasedomäne des FokI-Restriktionsenzyms. TALEN können so designt werden, dass sie einen be-

stimmten, 30 bis 40 Basenpaar langen DNA-Abschnitt erkennen (Kim & Kim 2014). Da die FokI-

Aktivität eine Dimerisierung benötigt, braucht es wie bei den ZFN jeweils zwei TALEN, um eine 

funktionsfähige Nuklease zu erhalten. 

CRISPR/Cas9: Das CRISPR/Cas9-System besteht aus zwei Komponenten: der Cas9-Nuklease und 

einer sogenannten Guide RNA (gRNA). Die gRNA leitet die Cas9-Nuklease zu einem vorbestimmten 

Ort im Erbgut, wo diese einen Doppelstrangbruch erzeugt. Als DNA-spezifisches Erkennungsteil 

kann die gRNA so konstruiert werden, dass sie einen rund 20 Basenpaar langen DNA-Abschnitt er-

kennen kann (Belhaj et al. 2015). 

RNA-geleitete FokI-Nukleasen: Eine RNA-geleitete FokI-Nuklease ist ein künstlich hergestelltes 

Fusionsprodukt aus der Nukleasedomäne des FokI-Restriktionsenzyms und einer katalytisch in-

aktiven Cas9-Nuklease (dCas9 genannt). Die Erkennung der DNA erfolgt wie bei CRISPR/Cas9 

durch eine gRNA. Da die FokI-Aktivität eine Dimerisierung benötigt, braucht es jeweils zwei RNA-

geleitete FokI-Nukleasen, um an einem vorbestimmten Ort des Erbguts einen Doppelstrangbruch 

erzeugen zu können (Lee et al. 2015, Bortesi & Fischer 2015). 

Nickasen: Nickasen sind künstlich hergestellte Enzyme, die an vorbestimmten Orten des Erbguts 

Einzelstrangbrüche erzeugen. Sie lassen sich aus ZFN, TALEN und CRISPR/Cas9 entwickeln und 
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sollen es möglich machen, an der Bruchstelle homologe Rekombinationen zu induzieren, ohne da-

bei das NHEJ zu aktivieren (Lee et al. 2015, Kim & Kim 2014). 

6.1.2 Kategorisierung der erzeugbaren Veränderungen 

Mit der NRE-Technik lässt sich eine Vielzahl unterschiedlicher Veränderungen im Erbgut von Pflan-

zen erzeugen. Um ihre Beschreibung zu vereinfachen und eine Diskussion ihrer Regulierungsauf-

sicht zu erleichtern, ist in der Literatur eine Zuordnung der möglichen Veränderungen in drei Kate-

gorien vorgeschlagen worden (Podevin et al. 2013, Lusser et al. 2011). Dieser Kategorisierung 

wird hier weitgehend gefolgt, wobei zusätzlich eine vierte Kategorie angeführt wird (Abbildung 3). 

Keiner dieser vier Kategorien direkt zuzuordnen ist die sogenannte Mehrfachgenomeditierung 

(multiplex genome editing). Sie beschreibt Anwendungen der NRE-Technik, bei der gleichzeitig 

zwei oder mehrere verschiedene, vorbestimmte Orte des Erbguts verändert werden.  

NRE-1: Diese Kategorie beschreibt die Anwendung der NRE-Technik, bei der an einem vorbe-

stimmten Ort des Erbguts unspezifische Mutationen erzeugt werden. Die Nukleasen werden dazu 

ohne Reparaturmatrize in Pflanzenzellen eingeschleust. Innerhalb der Zelle binden die Nukleasen 

an den vorbestimmten Ort und erzeugen dort einen Doppelstrangbruch. Die Reparatur der Bruch-

stelle erfolgt durch NHEJ, wodurch Indels erzeugt werden. Mit der NRE-1-Technik lassen sich ge-

zielt Gene ausschalten (Gen-Knockout; Podevin et al. 2013, Lusser et al. 2011). 

NRE-2: Diese Kategorie beschreibt die Anwendung der NRE-Technik, bei der an einem vorbe-

stimmten Ort des Erbguts spezifische Mutationen erzeugt werden. Zusätzlich zu den Nukleasen 

werden dabei Reparaturmatrizen in Pflanzenzellen eingeschleust. Die Matrizen können dsDNA-Vek-

toren, ssDNA-Oligonukleotide (z.B. Svitashev et al. 2015) oder ssRNA/DNA-Oligonukleotide (Wang 

et al. 2015a) sein und weisen – abgesehen von den auszutauschenden Nukleotiden – Homologie 

zur chromosomalen Sequenz auf, in der die Nukleasen einen Doppelstrangbruch einführen. Die 

Reparatur der Bruchstelle erfolgt durch homologe Rekombination zwischen den gebrochenen 

Genomsequenzen und der beigefügten Matrize. Mit der NRE-2-Technik lassen sich Gene austau-

schen bzw. unerwünschte Spontanmutationen korrigieren oder gezielt neue Mutationen einfügen 

(Podevin et al. 2013, Lusser et al. 2011). 

NRE-3: Diese Kategorie beschreibt die Anwendung der NRE-Technik, bei der an einem vorbe-

stimmten Ort des Erbguts Gene inseriert werden. Die Nukleasen werden dabei zusammen mit 

einer Donor-DNA in Pflanzenzellen eingeschleust. Die Donor-DNA enthält die Sequenz, die inseriert 

werden soll, sowie flankierende Sequenzen, die Homologien zum Zielort aufweisen. Die Insertion 

der Sequenzen der Donor-DNA erfolgt via homologe Rekombination. Mit der NRE-3-Technik lassen 

sich Cisgene, Intragene, Transgene oder RNAi-Konstrukte gezielt ins Erbgut einfügen. Gleichzeitig 

ist es möglich, pflanzeneigene Gene gezielt auszuschalten (Podevin et al. 2013, Kim & Kim 2011, 

Lusser et al. 2011). Pflanzen, die aus dem NRE-3-Verfahren hervorgehen, sind nach geltendem 

Recht GVO. 

NRE-4: Diese Kategorie beschreibt die Anwendung der NRE-Technik, bei der chromosomale Deleti-

onen, Inversionen, Duplikationen oder Translokationen erzeugt werden. Mit Hilfe von Nukleasen 

werden dabei an zwei vorbestimmten Orten des Erbguts Doppelstrangsbrüche erzeugt. Liegen die 

Brüche auf einem Chromosom, kann es zur Deletion oder Inversion der Sequenz zwischen den 

Brüchen kommen. Liegen die Doppelstrangbrüche auf zwei verschiedenen Chromosomen, kann 

eine Translokation resultieren (Baltes & Voytas 2015, Puchta & Fauser 2014, Podevin et al. 2013). 

Wie bei NRE-1 erfolgt die Reparatur der Doppelstrangbrüche jeweils via NHEJ. 
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Abbildung 3: Vereinfachte schematische Darstellung der NRE-Varianten 1 bis 4. Nicht dargestellt sind 

die chromosomale Inversion, Duplikation und Translokation. Zur näheren Beschreibung der Varianten 

siehe Haupttext. 

 

 

6.1.3 Methoden zum Einschleusen der Nukleasen 

Um die beschriebenen Veränderungen mit den ortsspezifischen Nukleasen erzeugen zu können, 

müssen diese Nukleasen und gegebenenfalls weitere Reagenzien wie gRNA, Donor-DNA oder Re-

paraturmatritzen in Pflanzenzellen gebracht werden. Das Einschleusen der Nukleasen erfolgt ge-

genwärtig in Form von Nukleinsäuren. Zudem ist es möglich, die Nukleasen in Form von Proteinen 

in die Zellen einzubringen (Woo et al. 2015, Luo et al. 2015, Martin-Ortigosa et al. 2014). 

Um Gene, die für ortsspezifische Nukleasen und gegebenenfalls für weitere Reagenzien wie gRNA, 

Reparaturmatrizen oder Donor-DNA kodieren, in Pflanzenzellen einzubringen, stehen vier gentech-

nische Methoden zur Verfügung: Transformation, transiente Transfektion, VUGE (Abschnitt 22) 

und Agroinfiltration (Voytas & Gao 2014, Tzfira et al. 2012, Mahfouz & Li 2011) 

Transformation: Die Nuklease-kodierenden Gene werden mit Transformationsmethoden ins Erbgut 

von Pflanzen inseriert. In den transformierten Pflanzen kommt es zu einer stabilen oder induzier-

ten Expression und die Nukleasen führen am vorbestimmten Ort des Genoms einen Doppelbruch 

ein. Am Ende des Prozesses können die Nuklease-kodierenden Gene via Segregation entfernt wer-

den, wodurch Pflanzen entstehen, die Transgen-frei sind (Voytas & Gao 2014). 

Transiente Transfektion: Plasmide mit Nuklease-kodierenden Genen werden in Protoplasten oder 

Zellsuspensionen eingebracht. Dort werden die Nuklease-kodierenden Gene vorübergehend expri-

miert, bevor das Plasmid abgebaut wird (Voytas & Gao 2014). Aus den transfektierten Protoplas-

ten können Pflanzen regeneriert werden, die Transgen-frei sind. 

VUGE: Die Nuklease-kodierenden Gene werden mit Hilfe viraler Vektoren (VUGE, Abschnitt 22) in 

Pflanzen eingeführt (Ali et al. 2015a/b, Honig et al. 2015, Baltes et al. 2014, Vainstein et al. 2011, 

Marton et al. 2010). In der infiltrierten Pflanze breitet sich der rekombinante Virus aus, die Nuk-

lease-kodierenden Gene werden exprimiert und die Nukleasen führen am vorbestimmten Ort des 

Genoms einen Doppelbruch ein. Je nach Vektor lassen sich dabei auf drei Wegen Virus-freie Nach-

kommen gewinnen (Vainstein et al. 2011): (I) Regeneration von mutiertem Gewebe und even-

tueller Eliminierung der Viren durch eine Meristemkultur; (II) Vegetative Vermehrung von mutier-

ten Seitentrieben und eventueller Eliminierung der Viren durch eine Meristemkultur, (III) Gewin-

nung Virus-freier Samen, falls sich aus mutierten Trieben Blüten bilden und der eingesetzte Virus 

nicht via Samen übertragen wird. 
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Agroinfiltration: Die Nuklease-kodierenden Gene werden mit Hilfe von Agrobakterien (Abschnitt 

14) vorübergehend in Pflanzen eingeführt (Mahfouz & Li 2011). In den infiltrierten Pflanzen kommt 

es zur Expression und die Nukleasen führen am vorbestimmten Ort des Erbguts einen Doppel-

strangbruch ein. Der infiltrierten Pflanze werden dann Zellen entnommen, die in vitro wieder zu 

Pflanzen regeneriert werden. Da die Agroinfiltration ohne Insertion der eingeführten Sequenzen 

ablaufen kann, können regenerierte Pflanzen gewonnen werden, die frei von Transgenen sind. 

6.2 Mögliche Anwendungen in der Pflanzenzucht 

Die NRE-Techniken und insbesondere das CRISPR/Cas9-System gelten als besonders viel ver-

sprechende neue Verfahren für die Pflanzenzüchtung (z.B. Baltes & Voytas 2015, Belhaj et al. 

2015). Indem sie es möglich machen, im Erbgut von Pflanzen Gene gezielt auszuschalten, Gene 

gezielt zu korrigieren oder neue Gene an einem vorbestimmten Ort einzufügen, wird das Erreichen 

einer Vielzahl unterschiedlicher Züchtungsziele denkbar. Zu diesen Zielen gehören unter anderem: 

Herbizidtoleranz, Krankheits- und Schädlingsresistenz, Ertragssteigerung, Verlängerung der Lage-

rungsbeständigkeit, Verbesserungen des Ernährungswerts und Optimierung der Öl- oder Stärkezu-

sammensetzung (Podevin et al. 2013). 

6.3 Stand der Entwicklung 

Obwohl die NRE-Technik ein relativ neues Pflanzenzuchtverfahren ist, ist sie bereits an zahlreichen 

Kulturpflanzen erprobt worden (siehe Übersichten in Baltes & Voytas 2015, Weeks et al 2015). In 

den weitaus meisten Fällen sind dabei pflanzeneigene Gene gezielt ausgeschalten worden (NRE-1). 

Auch die Machbarkeit des Genaustausches (NRE-2), der Geninsertion und der Genstapelung (NRE-

3) sowie der Gendeletion (NRE-4) sind vereinzelt an Kulturpflanzen gezeigt worden. Mit CRISPR/ 

Cas9 ist zudem die Mehrfachgenomeditierung gelungen. 

Im Folgenden wird beschrieben, bei welchen Kulturarten MN, ZFN, TALEN und CRISPR/Cas9 bisher 

erprobt worden sind. 

MN: Veröffentlichungen zu Anwendungen von MN an Kulturpflanzenarten gibt es bisher bei Mais 

(Djukanovic et al. 2013, Gao et al. 2010) und Baumwolle (D'Halluin et al. 2013). Der Grund für 

die wenigen Veröffentlichungen dürfte darin liegen, dass es – insbesondere im Vergleich zu ZFN 

und TALEN – sehr viel Aufwand braucht, um die DNA-Bindungsdomäne von MN so zu verändern, 

dass eine Bindung am erwünschten Ort im Erbgut erfolgt. Wegen der mangelnden Flexibilität wird 

denn auch davon ausgegangen, dass MN keine wichtige Rolle in der Pflanzenzüchtung spielen wer-

den (Puchta & Fauser 2014). Eine Übersicht über Anwendungen von MN bei Pflanzen geben Da-

boussi et al. (2015).  

ZFN: 2005 ist an den Modellpflanzen Tabak und Arabidopsis erstmals gezeigt worden, dass sich 

das Erbgut von Pflanzen mit ZFN gezielt verändern lässt (Lloyd et al. 2005, Wright et al. 2005). 

Seitdem sind ZFN bei verschiedenen Kulturarten erfolgreich eingesetzt worden – zum Beispiel bei 

Apfel (Peer et al. 2015), Feige (Peer et al. 2015), Mais (Ainley et al. 2013, Shukla et al. 2009), 

Petunie (Marton et al. 2010), Reis (Cantos et al. 2014) und Soja (Curtin et al. 2011). Übersichten 

über die Anwendungen von ZFN bei Pflanzen finden sich bei Petolino (2015), Petolino et al. (2015) 

und Qi (2015). 

TALEN: Die ersten Veröffentlichungen über Anwendungen von TALEN an Pflanzen stammen aus 

dem Jahr 2011 (Cermak et al. 2011, Mahfouz et al. 2011). Seither sind TALEN bei mehreren Kul-

turarten erprobt worden. Zu diesen Arten gehören Gemüsekohl (Sun et al. 2013), Gerste (Gurus-

hidze et al. 2014, Wendt et al. 2013), Kartoffel (Clasen et al. 2016, Nicolia et al. 2015), Mais 

(Char et al. 2015, Liang et al. 2014), Reis (Zhang et al. 2016, Ma et al. 2015a, Shan et al. 
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2015/2013a, Wang et al. 2015a, Chen et al. 2014, Li et al. 2012), Soja (Du et al. 2016, Haun et 

al. 2014), Tabak (Zhang et al. 2013, Mahfouz et al. 2011), Tomate (Cermak et al. 2015, Lor et al. 

2014) und Weizen (Wang et al. 2014). Eine Übersicht über bisherige Anwendungen von TALEN an 

Pflanzen geben Sprink et al. (2015).  

CRISPR/Cas9: Die ersten Veröffentlichungen, die zeigen, dass CRISPR/Cas9 bei Pflanzen anwend-

bar ist, sind im Jahr 2013 erschienen (Belhaj et al. 2013, Feng et al. 2013, Jiang et al. 2013, Li et 

al. 2013, Mao et al. 2013, Miao et al. 2013, Nekrasov et al. 2013, Shan et al. 2013b, Xie & Yang 

2013). Seither sind die Anwendungen von CRISPR/Cas9 bei Pflanzen in zahlreichen weiteren Un-

tersuchungen gezeigt worden. Zu den Kulturarten, bei denen CRISPR/Cas9 bisher erprobt worden 

ist, gehören Gemüsekohl (Lawrenson et al. 2015), Gerste (Lawrenson et al. 2015), Kartoffel 

(Wang et al. 2015b), Mais (Feng et al. 2015, Svitashev et al. 2015, Liang et al. 2014, Xing et al. 

2014a), Mohrenhirse (Jiang et al. 2013), Orange (Jia & Wang 2014), Pappel (Fan et al. 2015), 

Reis (Endo et al. 2015a, Lowder et al. 2015, Ma et al. 2015b, Mikami et al. 2015, Xie et al. 2015, 

Xu et al. 2015/2014, Zhang et al. 2014, Feng et al. 2013, Jiang et al. 2013, Mao et al. 2013, Shan 

et al. 2013b, Xie & Jang 2013), Soja (Du et al. 2016, Cai et al. 2015, Jacobs et al. 2015, Li et al. 

2015, Sun et al. 2015, Michno et al. 2015), Tabak (Gao et al. 2015), Tomate (Cermak et al. 2015, 

Ito et al. 2015, Brooks et al. 2014, Ron et al. 2014) und Weizen (Wang et al. 2014, Shan et al. 

2013b, Upadhyay et al. 2013). Übersichten über die Anwendungen von CRISPR/Cas9 bei Pflanzen 

finden sich bei Belhaj et al. (2015), Bortesi & Fischer (2015), Chen & Gao (2015), Kumar & Jain 

(2015) und Schaeffer & Nakata (2015). 

 

 

7. Oligonukleotid-dirigierte Mutagenese (ODM) 

Die Oligonukleotid-dirigierte Mutagenese (ODM) ist ein Verfahren, bei dem synthetische Oligonuk-

leotide in lebende Zellen eingeführt werden, um an vorbestimmten Stellen des Erbguts Mutationen 

einzufügen (Gocal et al. 2015, Sauer et al. 2015, Lusser et al. 2012/2011, Breyer et al. 2009, Iida 

& Terada 2005, Oh & May 2001).  

ODM ist ein generischer Begriff, der für verschiedene Ansätze und Anwendungen steht. In der 

Fachliteratur werden eine Reihe verschiedener Namen für die ODM verwendet1 (Lusser et al. 2011, 

Breyer et al. 2009).  

7.1 Beschreibung des Verfahrens 

Mit der ODM lassen sich gezielt Mutationen in einem bis maximal vier aneinander liegenden Nuk-

leotiden einer endogenen DNA-Sequenz einführen (Lusser et al. 2011). Die Mutation kann dabei 

zur Substitution, Insertion oder Deletion eines Nukleotids führen und Promotor- oder Gensequen-

zen betreffen. Die Auslösung der Mutation erfolgt durch die Zugabe von Oligonukleotiden (Oligos). 

Diese Oligos werden synthetisch hergestellt und weisen – abgesehen von den auszutauschenden 

Nukleotiden – Homologien zur Zielsequenz auf. Die Mutationen erfolgen durch einen zelleigenen 

Genreparaturmechanismus (Rivera-Torres & Kmiec 2015, Lusser et al. 2011). Was die Oligos 

betrifft, ist zu erwarten, dass sie nicht ins Erbgut integrieren, sondern innerhalb der Zelle abge-

baut werden. 

                                                 
1 Zu diesen Namen gehören: targeted nucleotide exchange, targeted gene repair, targeted gene correction, 
chimeraplasty, genoplasty, oligonucleotide-mediated gene editing, chimeric oligonucleotide-dependent mis-
match repair, oligonucleotide-mediated gene repair, triplex-forming oligonucleotide-induced recombination, 
oligodeoxynucleotide-directed gene modification, therapeutic nucleic acid repair approach, RNA-mediated 
DNA modification, RNA-templated DNA repair, induced targeted mutagenesis, chimeric oligonucleotide de-
pendent mismatch repair (Lusser et al. 2011, Beyer et al. 2009a). 
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Die Oligos, die bei der ODM eingesetzt werden, sind synthetisch hergestellte, 20 bis 100 Basen 

beziehungsweise Basenpaare lange Nukleinsäuren (Lusser et al. 2011, Connor 2010). Für die Mu-

tagenese von Pflanzenzellen werden vorwiegend zwei Typen von Oligos verwendet: RNA-DNA-Oli-

gonukleotide (RDO; Abbildung 4) oder einzelsträngige DNA-Oligonukleotide (Sauer et al. 2015). 

Weitere Typen, die ebenfalls benutzt werden könnten, sind: RNA-Oligonukleotide, Tripelhelix for-

mende Oligonukleotide (TFO) sowie Oligos mit chemisch modifizierten Nukleinsäuren wie beispiels-

weise Peptid-Nukleinsäuren (PNA) oder so genannten locked Nukleinsäuren (LNA) (COGEM 2010, 

Connor 2010, Breyer et al. 2009). 

 

 

Abbildung 4: Vereinfachte schematische Darstellung des ODM-Verfahrens für den Fall, dass RNA-DNA-

Oligonukleotide (RDO) in Protoplasten eingefügt werden. Farbcode des RDO: grün = DNA-Sequenzen, 

die homolog zum Zielgen sind; hellgrün = RNA-Sequenzen, die homolog zum Zielgen sind; rot = 

mismatch; orange = Schleifen aus Thymidin und «GC-Klemmen». Verändert nach Hohn & Puchta 

(1999). 

 

 

Das Einführen der Oligos in lebende Zellen ist mit verschiedenen Methoden möglich. Dazu gehö-

ren: biolistische Verfahren, Elektroporation, PEG-vermittelte Transfektion, Mikroinjektion und Lipo-

fektion (Mikroverkapselung). Die Wahl der Methode hängt dabei unter anderem davon ab, in wel-

che Zellen die Oligos eingebracht werden sollen. Bei Pflanzen werden üblicherweise die Elektropo-



- 17 - 

ration oder biolistische Verfahren eingesetzt (Gocal et al. 2015, Sauer et al. 2015). Unabhängig 

von der Wahl der Methode erfolgt das Einführen der Oligos in die Zellen ohne Vektorsysteme. 

7.2 Mögliche Anwendungen in der Pflanzenzucht 

Da sich mit der ODM spezifische Mutationen in Gensequenzen oder anderen DNA-Sequenzen einer 

Pflanze einfügen lassen, können folgende Veränderungen vorgenommen werden: Modifikation der 

Aminosäurensequenz eines Proteins, Ausschalten eines Genes (durch die Einführung von Stop-Co-

dons oder Leserahmenverschiebungen) oder Veränderung der Expression eines Gens (durch Muta-

tionen in der Promotorsequenz). Anders ausgedrückt: Mit der ODM lassen sich innerhalb der 

Pflanze unerwünschte Gene stilllegen, nützliche Gene aktivieren oder effizientere Proteine/Enzyme 

herstellen. 

Die Anwendungsmöglichkeiten der ODM sind vergleichbar mit der klassischen Mutagenese, wobei 

die ODM den bedeutenden Vorteil bietet, Mutationen ortsspezifisch auslösen zu können. Im Ver-

gleich zu klassischen Mutagenese treten bei der ODM auch weniger unbeabsichtigte Veränderun-

gen im Erbgut auf (ACRE 2011, Lusser et al. 2011, COGEM 2010, Breyer et al. 2009). 

Zu den Eigenschaften, die sich mit ODM in Pflanzen einbringen lassen könnten, gehören unter an-

derem: Herbizidtoleranz, Schädlings- und Krankheitsresistenz, Toleranz gegenüber abiotischem 

Stress, verlängerte Haltbarkeit sowie veränderte Stärke- und Ölzusammensetzung (Lusser et al. 

2011, Breyer et al. 2009). 

7.3 Stand der Entwicklung 

Auch wenn bereits Ende der 1990er Jahre an Tabak und Mais gezeigt worden ist, dass die ODM bei 

Pflanzen möglich ist (Beetham et al. 1999, Zhu et al. 1999), finden sich in der Literatur erst weni-

ge Veröffentlichungen über Anwendungen des Verfahrens an Kulturarten. Erprobt wurde ODM bis-

her bei Banane (Rice et al. 2000), Mais (Rice et al. 2000, Zhu et al. 2000/1999), Raps (Gocal et 

al. 2015, Ruiter et al. 2003, Gamper et al. 2000), Reis (Okuzaki & Toriyama 2004), Tabak (Koche-

venko & Willmitzer 2003) und Weizen (Dong et al. 2006).  

In Nordamerika haben die Anwendungen von ODM zu einem ersten kommerziellen Produkt ge-

führt. In den USA ist seit 2015 der Raps 5715 der Firma Cibus erhältlich, der gegenüber Sulfonyl-

harnstoff-haltigen Herbiziden tolerant ist. Ab 2017 soll der Raps in Kanada vermarktet werden (Ci-

bus 2015). Zudem ist eine Marktlancierung in Europa geplant (Wolt et al. 2015). 

Die Firma Cibus plant bis Ende 2020 weitere ODM-Sorten auf den Markt zu bringen: eine Phytoph-

tora-resistente Kartoffel sowie Herbizid-tolerante Sorten von Flachs und Reis (Cibus 2015). 

 

 

8. T-DNA-vermittelte Mutagenese 

Die T-DNA-vermittelte Mutagenese ist ein Verfahren zur gezielten Mutagenese von Pflanzen (Endo 

& Toki 2013). Erfolgt das Verfahren ohne exogene positive Selektionsmarker, wird es als «saube-

re» Transformationstechnik bezeichnet, die zu Pflanzen führt, welche vergleichbar mit Pflanzen 

aus der herkömmlichen Mutationszüchtung sind (Saika & Toki 2011). 

8.1 Beschreibung des Verfahrens 

Mit dem Verfahren lassen sich an einer vorbestimmten Sequenz des Erbguts gezielt eine oder 

mehrere Nukleotide inserieren, deletieren oder austauschen (Endo & Toki 2013). Um die Mutatio-

nen zu erzeugen, wird als erstes eine DNA-Sequenz, die – abgesehen von den zu ändernden Nuk-

leotiden – homolog zur Zielsequenz ist, in eine T-DNA kloniert. Der Vektor mit der T-DNA wird 
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dann in Agrobakterien gebracht und mit deren Hilfe in Pflanzenzellen eingeschleust, wo es 

schliesslich zur homologen Rekombination zwischen der eingeführten Sequenz und der endogenen 

Zielsequenz kommen kann (Saika et al. 2011, Endo et al. 2007). Die transformierten Zellen kön-

nen zu Pflanzen regeneriert werden, wobei jene selektioniert werden, die ausschliesslich homologe 

Rekombinationen aufweisen. Regenerierte Pflanzen, in denen neben der homologen Rekombina-

tion zusätzlich zufällige Insertionen der T-DNA und/oder unerwünschte ektopische Rekombinatio-

nen stattfanden, werden aussortiert. 

Die gezielte Mutagenese mittels T-DNA ist vergleichbar mit dem NRE-2-Verfahren (Abschnitt 

61.2). Im Unterschied zum NRE-2-Verfahren werden jedoch keine Nukleasen eingesetzt. 

8.2 Mögliche Anwendungen in der Pflanzenzucht 

Die T-DNA-vermittelte Mutagenese könnte in der Pflanzenzucht ähnliche Anwendungen möglich 

machen wie die ODM (Abschnitt 7) oder das NRE-2-Verfahren (Abschnitt 6.1.2). 

8.3 Stand der Entwicklung 

Berichte über erfolgreiche Anwendungen des Verfahrens gibt es bisher nur bei Reis (Endo et al. 

2015b/2007, Saika et al. 2011, Saika & Toki 2011). 

 

 

9. RNAi-induzierte CMS 

Bei der RNAi-induzierten cytoplasmatischen-männlichen Sterilität (CMS) wird in Pflanzen mit gen-

technischen Methoden die Expression des msh1-Gens unterdrückt, um im Erbgut der 

Mitochondrien Neuanordnungen zu erzeugen, die zu einer CMS führen (Sandhu et al. 2007). Die 

resultierenden männlich-sterilen Pflanzen können frei von den während des Züchtungsprozesses 

extrazellulär eingeführten DNA-Sequenzen sein (Sandhu et al. 2007). 

9.1 Beschreibung des Verfahrens 

Wie beim DR-Verfahren (Abschnitt 11) wird in einem ersten Schritt eine gentechnisch veränderte 

Pflanze hergestellt, bei der die Expression des msh1-Gens durch RNAi unterdrückt ist. Da das 

MSH1-Protein für die Stabilität des mitochondrialen Genoms sorgt, führt die Stilllegung des msh1-

Gens dazu, dass es in den Mitochondrien der gentechnisch veränderten Pflanze zu Neuanord-

nungen des Genoms kommt. Diese Neuanordnungen wiederum können dazu führen, dass die 

Pflanze männlich steril wird. Wird die gentechnisch veränderte Pflanze mit der unveränderten Aus-

gangspflanze gekreuzt, bleibt die induzierte CMS auch in den Nachkommen erhalten, die das 

RNAi-Konstrukt nicht mehr aufweisen (Sandhu et al. 2007). 

9.2 Mögliche Anwendungen in der Pflanzenzucht 

Das Verfahren ermöglicht die Herstellung neuer CMS-Linien, die bei der Erzeugung von Hybrid-

saatgut eingesetzt werden können (Sandhu et al. 2007). 

9.3 Stand der Entwicklung 

Veröffentlichte Berichte zur Erzeugung von CMS-Linien durch RNAi-induzierte Stilllegung des 

msh1-Gens gibt es bisher bei Tabak und Tomate (Sandhu et al. 2007). Zudem soll die Herstellung 

von CMS-Linien auch bei Soja sowie Sorghum- und Millethirsen gelungen sein (Arrieta-Montiel & 

Mackenzie 2011). 
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10. Transgen-gesteuerte Mutagenese 

Die Transgen-gesteuerte Mutagenese beruht darauf, mittels gentechnischer Methoden das DNA-

Korrektursystem von Pflanzenzellen zu stören, um dadurch Mutationen im Erbgut der Pflanzen zu 

erzeugen (van Marcke & Angenon 2013, Xu et al. 2012a, Chao et al. 2005). Da die gentechnische 

Veränderung im Endprodukt nicht mehr gebraucht wird, können Pflanzen entstehen, die frei von 

extrazellulär eingeführten DNA-Sequenzen sind (Xu et al. 2012a). 

10.1 Beschreibung des Verfahrens 

Bei der Transgen-gesteuerten Mutagenese werden Pflanzen mit Expressionskassetten oder RNAi-

Konstrukten so gentechnisch verändert, dass ihr DNA-Missmatch-Reparatursystem nicht mehr 

richtig funktioniert. Indem das DNA-Korrektursystem gestört wird, entstehen im Erbgut der Pflan-

zen Punktmutationen (Substitutionen) in kodierenden Regionen sowie kurze Insertionen und Dele-

tionen in Mikrosatelliten (Xu et al. 2012a). Diese genetischen Veränderungen werden stabil weiter-

vererbt und können deshalb auch in den Nachkommen der gentechnisch veränderten Pflanzen vor-

handen sein, welche die Expressionskassette beziehungsweise das RNAi-Konstrukt nicht mehr ent-

halten (Xu et al. 2012a). 

10.2 Mögliche Anwendungen in der Pflanzenzucht 

Die Anwendungsmöglichkeiten der Transgen-gesteuerten Mutagenese sind vergleichbar mit der 

konventionellen Mutagenese. 

10.3 Stand der Entwicklung 

Das Verfahren ist 2005 bei Arabidopsis (Chao et al. 2005) entwickelt und seither bei Reis (Xu et 

al. 2012a), Tabak (van Marcke & Angenon 2013) und Tomate (Tam et al. 2011) erprobt worden. 

 

 

11. Developmental Reprogramming 

Als Developmental Reprogramming (DR) wird hier ein Verfahren bezeichnet, das die RNAi-Technik 

nutzt, um in Pflanzen die Expression des msh1-Gens zu unterdrücken und damit epigenetische 

Veränderungen zu erzeugen, die zu einer Erhöhung des Ertrags führen können (Yang et al. 2015, 

Santamaria et al. 2014). Da die epigenetischen Veränderungen auch in Nachkommen ohne RNAi-

Konstrukt erhalten bleiben können, lassen sich Pflanzen erzeugen, die frei von extrazellulär einge-

führten DNA-Sequenzen sind (Yang et al. 2015, Santamaria et al. 2014). 

11.1 Beschreibung des Verfahrens 

Der erste Schritt des Verfahrens besteht darin, gentechnisch veränderte Pflanzen herzustellen, bei 

denen die Bildung des pflanzeneigenen MSH1-Proteins durch RNAi unterdrückt ist. Diese Unter-

drückung löst in den Chloroplasten der gentechnisch veränderten Pflanzen eine Reaktion aus, die 

zu epigenetischen Veränderungen des Kerngenoms und – damit verbunden – zu einem develop-

mental reprogramming mit einer Reihe neuer phänotypischer Eigenschaften führt (Xu et al. 

2012b). Diese neuen Eigenschaften bleiben auch in den Nachkommen der gentechnisch veränder-

ten Pflanze erhalten, die das RNAi-Konstrukt nicht mehr aufweisen. Werden reprogrammierte 

Pflanzen ohne RNAi-Konstrukt mit unveränderten Ausgangspflanzen gekreuzt, können Nachkom-
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men resultieren, die besser wachsen und höhere Erträge liefern (Virdi et al. 2015, Yang et al. 

2015, Santamaria et al. 2014). 

11.2 Mögliche Anwendungen in der Pflanzenzucht 

Das DR-Verfahren könnte interessant für die Züchtung sein, weil es die Möglichkeit eröffnet, wie in 

der Hybridzüchtung Sorten zu entwickeln, die höhere Erträge liefern (Yang et al. 2015, Santamaria 

et al. 2014).  

11.3 Stand der Entwicklung 

Das DR-Verfahren wird gegenwärtig bei Soja, Tomate sowie Sorghum- und Millethirsen erprobt 

(Yang et al. 2015, Santamaria et al. 2014, Xu et al. 2012b, Mackenzie 2011). 

 

 

12. RNAi-induzierte Hypomethylierung  

Das Verfahren der RNAi-induzierten Hypomethylierung nutzt gentechnische Methoden, um in 

Pflanzen die Expression von DNA-Methyltransferasen oder anderen Regulatoren der DNA-Methylie-

rung zu senken, und ermöglicht damit, epiallelische Variationen zu erzeugen (King et al. 2010). 

Epiallele sind Allele, die zwar in ihrer DNA-Sequenz übereinstimmen, aber unterschiedlich 

exprimiert sind. Da die gentechnische Veränderung im Endprodukt nicht mehr benötigt wird, 

können Pflanzen entstehen, die frei von extrazellulär eingeführter DNA sind.  

12.1 Beschreibung des Verfahrens 

Die RNAi-induzierte Hypomethylierung beruht auf der vorübergehenden Stilllegung von Genen, die 

für DNA-Methyltransferasen oder andere Regulatoren der DNA-Methylierung wie beispielsweise für 

den Chromatinremodellierungsfaktor DDM1 kodieren (King et al. 2010). Indem solche Gene in den 

Pflanzen stillgelegt werden, ändert sich an zufälligen Stellen des Erbguts das Methylierungsmuster. 

Da das veränderte Muster an die Nachkommen weitervererbt werden kann, lassen sich Phänoty-

pen mit den gewünschten Epiallelen selektionieren. 

Die Stilllegung der Gene erfolgt mit der RNAi-Technik und kann via stabile Transformation oder 

VIGS erreicht werden. Wird die Strategie der stabilen Transformation angewendet, können via Se-

gregation Pflanzen hergestellt werden, die das eingeführte RNAi-Konstrukt nicht mehr besitzen. 

Falls VIGS zur Anwendung kommt, können Nachkommen ohne RNAi-Konstrukt entstehen, wenn 

ein viraler Vektor eingesetzt wird, der nicht via Samen übertragen wird (Abschnitt 21).  

12.2 Mögliche Anwendungen in der Pflanzenzucht 

Mit der RNAi-induzierten Hypomethylierung können in ausgewählten Pflanzen Epiallele erzeugt 

werden. Da die epiallelische Variation die phänotypische Vielfalt und somit auch die Leistung von 

Pflanzen beeinflusst, könnte das Verfahren für die Pflanzenzüchtung interessant sein. 

12.3 Stand der Entwicklung 

Dass sich in Pflanzen epigenetische Variation mittels RNAi-induzierter Hypomethylierung erzeugen 

lässt, ist bei Rübsen (Fujimoto et al. 2008), Reis (Higo et al. 2012) und Pappeln (Zhu et al. 2013) 

gezeigt worden. 
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13. RNA-dirigierte DNA-Methylierung (RdDM)  

Als RNA-dirigierte DNA-Methylierung (RdDM) wird ein Pflanzenzüchtungsverfahren bezeichnet, bei 

dem gentechnische Methoden eingesetzt werden, um bestimmte genomische Sequenzabschnitte 

gezielt zu methylieren und damit die Expression endogener Gene zu modifizieren. Da die gentech-

nischen Methoden allein für die Auslösung der Methylierung notwendig sind, nicht aber zwingend 

für den Erhalt des neuen Methylierungsmusters, können sich mit RdDM Pflanzen entwickeln las-

sen, die frei von extrazellulär eingeführten DNA-Sequenzen sind (Kasai & Harada 2015, Kasai & 

Kanazawa 2013, Lusser et al. 2012/2011, Kanazawa et al. 2011a/b, Wassenegger et al. 2010, CO-

GEM 2006). 

13.1 Beschreibung des Verfahrens 

Das RdDM-Verfahren beruht, wie es der Name bereits beinhaltet, auf dem in Pflanzen vorkom-

menden Prozess der RNA-dirigierten DNA-Methylierung. Bei diesem Prozess werden aus doppel-

strängiger RNA (dsRNA) so genannte small interfering RNAs (siRNA) gebildet, welche zur de novo 

Methylierung von Cytosinen führen und zwar in DNA-Regionen, die homolog zu den dsRNAs bezie-

hungsweise siRNAs sind (Matzke et al. 2007). Erfolgt die de novo Methylierung innerhalb von 

Promotor-Sequenzen, kann dies zum transkriptionellen Gen-Silencing (TGS) und damit zur teil-

weisen oder vollständigen Inaktivierung des korrespondierenden Gens führen (Eamens et al. 

2008, Matzke et al. 2007). Findet die Methylierung innerhalb einer Sequenz eines Silencers statt, 

kann dies eine transkriptionelle Aktivierung, also eine gesteigerte Expression des korrespondieren-

den Gens bewirken (Shibuya et al. 2009). Die auf diesen Wegen de novo erzeugten Methylierun-

gen können meiotisch stabil sein und deshalb an Nachkommen weitervererbt werden. 

Da es mit Hilfe gentechnischer Methoden möglich ist, den pflanzeneigenen Mechanismus der DNA-

Methylierung auszulösen und zu lenken, kann der oben beschriebene RdDM-Prozess zur Züchtung 

neuer, epigenetisch modifizierter Pflanzen ausgenutzt werden. Um beim RdDM-Verfahren die DNA-

Methylierung auszulösen, werden gegenwärtig vier verschiedene gentechnische Strategien erprobt 

und/oder diskutiert: Transformation, transiente Transfektion, VIGS und Pfropfen mit gentechnisch 

verändertem Reiser beziehungsweise Wurzelstock (Kasai & Harada 2015, Kasai & Kanazawa 2013, 

Vogel 2012). 

13.2 Mögliche Anwendungen in der Pflanzenzucht 

Durch das RdDM-Verfahren können in ausgewählten Pflanzen so genannte Epiallele erzeugt 

werden – das sind Allele, die zwar in ihrer DNA-Sequenz übereinstimmen, aber unterschiedlich ex-

primiert sind. Da die epigenetische Vielfalt die phänotypische Vielfalt und somit auch die Leistung 

von Pflanzen beeinflusst, ist RdDM für die Pflanzenzüchtung interessant. Das gilt insbesondere für 

Kulturpflanzenarten, die eine schmale genetische Basis haben. 

Das Verfahren kann bei allen Kulturpflanzenarten eingesetzt werden, bei denen gentechnische 

Methoden etabliert sind, die das Einbringen von dsRNA in die Zellen ermöglichen (Lusser et al. 

2011). Die Kombination des RdDM-Verfahrens mit dem Pfropfen könnte vor allem in der Züchtung 

neuer Frucht- oder Obstsorten von Interesse sein (Bai et al. 2011). 

13.3 Stand der Entwicklung 

Das Konzept, mittels RdDM transgenfreie epigenetisch modifizierte Pflanzen zu züchten, ist um die 

Jahrtausendwende entwickelt worden (Wang & Waterhouse 2001). Seither ist die Stilllegung endo-

gener Pflanzengene mittels RdDM bei folgenden Kulturarten beschrieben worden: Petunien (Kon & 

Yoshikawa 2014, Kanazwa et al. 2011a/b, Sijen et al. 2001), Mais (Cigan et al. 2005), Kartoffel 
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(Heilersig et al. 2006), Reis (Okano et al. 2008), Karotte (Shibukawa et al. 2009) und Tomate 

(Kanazwa et al. 2011a). Dass die Stilllegung dabei auch ohne den Auslöser stabil weitervererbt 

werden kann, ist bisher bei Petunie, Reis und Tomate gezeigt worden (Kasai & Kanazawa 2013). 

 

 

14. Agroinfiltration 

Agroinfiltration ist ein Verfahren, das rekombinante Agrobakterien dazu nutzt, in Geweben von 

Pflanzen eine vorübergehende Expression genetischer Konstrukte zu erreichen. Die Integration der 

Konstrukte in Keimzellen wird nicht beabsichtigt. Das Verfahren kommt hauptsächlich in der 

Grundlagenforschung zum Einsatz, kann aber auch in Züchtungsprogrammen genutzt werden 

(Lusser et al. 2011, Schaart & Visser 2009). Da Stecklinge und Samen infiltrierter Pflanzen weiter-

verwendet werden können, stellt sich die Frage, wie diese zu regulieren sind (COGEM 2006). 

Falls bei der Agroinfiltration rekombinante Agrobakterien verwendet werden, die virale Vektoren 

enthalten, wird das Verfahren Agroinfektion (Grimsley et al. 1986) oder Agroinokulation (Elmer et 

al. 1988) genannt. Agroinfektion und Agroinokulation können auch dem Virus-induzierten Gen-

Silencing (VIGS; Abschnitt 21) oder der Virus-unterstützten Genexpression (VUGE; Abschnitt 22) 

zugeordnet werden. 

Das floral dip-Verfahren, bei dem die Blüten einer Pflanze in eine Agrobakteriensuspension ge-

taucht werden, kann ebenfalls der Agroinfiltration zugerechnet werden (Lusser et al. 2011). Das 

Verfahren wird hier jedoch nicht behandelt, weil es zu stabil transformierten, gentechnisch verän-

derten Pflanzen und damit zu GVO-Produkten führt. 

 

 

 

Abbildung 5: Agroinfiltration von Blättern von Nicotiana benthamiana. Quelle: Chandres, Wikimedia. 

 

14.1 Beschreibung des Verfahrens 

Bei der Agroinfiltration wird das Gewebe einer Pflanze, meistens sind es Blätter, mit einer flüssigen 

Suspension von rekombinanten Agrobakterien infiltriert. Die Infiltration kann mit Hilfe von Sprit-

zen (Abbildung 5) oder Zahnstochern sowie durch das Anlegen eines Vakuums erfolgen. Falls Wur-

zeln das Zielgewebe sind, kann die Infiltration auch durch blosses Eintauchen in eine Agrobakte-

riensuspension gelingen (Agrodrench-Verfahren; Ryu et al. 2004).  
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Sind die rekombinanten Agrobakterien in den Pflanzenzellen, wird ihre T-DNA in den Zellkern 

transportiert, wo es zur vorübergehenden Expression der rekombinanten Gene kommt. Die Gene 

auf der T-DNA können dabei als freie DNA-Moleküle aktiv werden; sie müssen somit nicht in das 

Erbgut der Pflanzenzellen integriert sein, um exprimiert zu werden (Schaart & Visser 2009).  

Je nach Genkonstrukt, das via rekombinante Agrobakterien in das Pflanzengewebe infiltriert wird, 

können zwei Typen von Agroinfiltration unterschieden werden (Lusser et al. 2011): 

1. «Agroinfiltration im eigentlichen Sinne»: Die Infiltration erfolgt mit Agrobakterien, die nicht-

replikative Genkonstrukte enthalten. Die Expression der eingeführten Gene ist lokal be-

schränkt auf den Bereich der Pflanze, der infiltriert worden ist. Je nach Design der nicht-repli-

kativen Genkonstrukte, kann es dabei zur Bildung eines Proteins oder zur Stilllegung eines en-

dogenen Gens kommen. Falls Gene vorübergehend stillgelegt werden sollen, können die Gen-

konstrukte so designt werden, dass sie einen inverted repeat enthalten (IR-Konstrukte). Diese 

sorgen in der Zelle für die Produktion von doppelsträngiger DNA, die via RNA-Interferenz 

(RNAi) zur Stilllegung von Genen führen (Schaart & Visser 2009).  

2. «Agroinokulation» oder «Agroinfektion»: Die Infiltration erfolgt mit Agrobakterien, die replika-

tive Genkonstrukte enthalten. Die einzuführenden Gene werden dazu erst in einen viralen 

Vektor eingebaut, der dann wiederum in die T-DNA integriert wird. Da der virale Vektor inner-

halb der Zellen repliziert und sich verbreitet, erfolgt die Expression der Gene in der ganzen 

Pflanze. Je nach Design des replikativen Genkonstruktes kann es dabei zur Bildung eines Pro-

teins oder zur Stilllegung eines endogenen Genes kommen. Ersterer Fall kann auch dem VUGE 

(Abschnitt 22), letzterer Fall dem VIGS (Abschnitt 21) zugerechnet werden.  

14.2 Mögliche Anwendungen in der Pflanzenzucht 

In der Pflanzenzüchtung sind unterschiedliche Anwendungen der Agroinfiltration möglich. So kann 

das Verfahren ein interessantes Werkzeug sein, um Pflanzen auf mögliche Krankheitsresistenzen 

zu testen (Lusser et al. 2011, Schaart & Visser 2009). In diesen Fällen dient die Agroinfiltration 

der Selektion von Pflanzen, die für die weitere Züchtung verwendet werden können. Bei der Züch-

tung gentechnisch veränderter Pflanzen wiederum kann die Agroinfiltration dazu benutzt werden, 

mögliche Transgene vor einer stabilen Transformation im Pflanzengewebe zu testen (Leckie & Ste-

wart 2011).  

Die Agroinfiltration (insb. Agroinokulation/Agroinfektion) wird seit neuem auch als mögliches 

Werkzeug diskutiert für die RNA-dirigerte DNA-Methylierung (Abschnitt 13), das Reverse Breeding 

(Abschnitt 18), die Blühverfrühungs-Technik (Abschnitt 15) sowie die NRE-Technik (Abschnitt 6). 

Neben der Pflanzenzüchtung kommt die Agroinfiltration auch in der Grundlagenforschung und 

beim Molecular Farming zum Einsatz. In der Grundlagenforschung wird die Agroinfiltration als 

Werkzeug der funktionalen Genomik oder zum Studium der Interaktionen zwischen Pflanze und 

Pathogenen eingesetzt (Lusser et al. 2011). Beim Molecular Farming wiederum wird die Agroinfil-

tration zur Herstellung von biopharmazeutischen Proteinen erprobt (Krenek et al. 2015). 

14.3 Stand der Entwicklung 

Agroinfiltration wird seit den 1980er Jahre in der Forschung eingesetzt. In der Literatur lassen sich 

über 300 Publikationen zu entsprechenden Forschungsarbeiten finden (Lusser et al. 2011). In der 

Mehrheit der Fälle beschreiben die Publikationen Anwendungen in der Grundlagenforschung 

(Lusser et al. 2011). Was andere mögliche Anwendungen betrifft, so lassen sich in der Literatur 

Beispiele finden, in denen Agroinfiltration zur Herstellung rekombinanter Proteine (Krenek et al. 
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2015) oder zur Selektion von krankheitsresistenten Pflanzen eingesetzt wird (z.B. Krenek et al. 

2015, Vleeshouwers et al. 2008, Zenna et al. 2006). 

 

 

15. Blühverfrühungs-Technik 

Die Blühverfrühungs-Technik ist ein Verfahren zur Generationsbeschleunigung. Gentechnische Me-

thoden kommen zum Einsatz, um die Jugendphase von Pflanzen zu verkürzen, wodurch sich der 

Züchtungsprozess beschleunigen lässt (Schaart et al. 2015, Schaart & Visser 2009). Da die gen-

technische Veränderung im Endprodukt nicht mehr gebraucht wird, können Pflanzen entstehen, 

die frei von extrazellulär eingeführter DNA sind (van Nocker & Gardiner 2014, Le Roux et al. 2012, 

Schaart & Visser 2009). 

Das Verfahren wird auch als FastTrack-Züchtungssystem (Waltz 2012), High-Speed-Züchtungs-

technik (Flachowsky et al. 2011) oder Beschleunigte Züchtung (Schaart & Visser 2009) bezeich-

net. 

15.1 Beschreibung des Verfahrens 

Das Verfahren der Blühverfrühung kombiniert gentechnische Methoden mit der herkömmlichen 

Methode des Kreuzens zweier verschiedener Elterpflanzen. Die gentechnischen Methoden werden 

dabei dazu genutzt, in einer ausgewählten Pflanze eine frühzeitige Blüte zu induzieren. Die früh 

blühende Pflanze wird dann mit einer anderen Pflanze gekreuzt. 

Die bei der Blühverfrühungs-Technik einkreuzbaren Gene können zumindest theoretisch sowohl 

aus dem primären und sekundären als auch tertiären Genpool einer Sorte stammen. So können 

nicht nur bestehende Sorten, Landsorten oder sexuell kompatible Wildarten als Genquelle wirken, 

sondern auch nicht sexuell kompatible Arten. Letzteres ist auf zwei Wegen möglich: Erstens indem 

vor dem Start des Verfahrens die gewünschten Gene aus einer nicht kreuzbaren Art via 

Brückenkreuzung in eine sexuell kompatible Art eingekreuzt werden. Zweitens indem vor dem 

Start der Blühverfrühungs-Technik Gene aus dem tertiären Genpool via embryo rescue-Verfahren 

in den primären Genpool transferiert werden.  

Die Auslösung der Blühverfrühung kann entweder durch die Expression von gentechnisch einge-

fügten «Blüh-Induktions-Genen» (z.B. BpMADS4) oder durch die Stilllegung endogener Gene (z.B. 

TFL1) mittels der RNAi-Technik (Schaart & Visser 2009) erfolgen. Um die Expression beziehungs-

weise Stilllegung dieser Gene zu erreichen, werden gegenwärtig vier verschiedene gentechnische 

Strategien erprobt oder diskutiert (Schaart et al. 2015, van Nocker & Gardiner 2014, Vogel 2012): 

Transformation, VIGS (Abschnitt 21), VUGE (Abschnitt 22) und Pfropfen mit gentechnisch 

veränderten Wurzelstöcken (Abschnitt 4.2). In Abbildung 6 ist ein vereinfachtes Schema der Blüh-

verfrühungs-Technik dargestellt für den Fall, bei dem die Blühverfrühung mittels Transformation 

ausgelöst wird. 
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Abbildung 6: Vereinfachtes Schema der Blühverfrühungs-Technik für den Fall, bei dem die Blühverfrü-

hung mittels Transformation ausgelöst wird (nach Flachowsky et al. 2009). Das Züchtungsschema besteht 

im Wesentlichen aus folgenden Schritten: (1) Die Elitesorte, in welche die gewünschten genetischen Ei-

genschaften eingekreuzt werden sollen, werden gentechnisch so verändert, dass sie früh zur Blüte 

kommen. (2) Die gentechnisch veränderte Pflanze wird mit der Pflanze gekreuzt, welche die gewünschten 

Eigenschaften enthält. (3) Von den Nachkommen der Kreuzung (Filialgeneration 1, F1) werden diejenigen 

Individuen zur Weiterzucht ausgelesen, die sowohl die gentechnisch eingefügten Gene als auch die 

gewünschten genetischen Eigenschaften enthalten. (4) Die selektionierten F1-Pflanzen werden mit der 

unveränderten Elitesorte rückgekreuzt. (5) Von den Nachkommen der (Pseudo)-Rückkreuzung (backcross 

generation, BC) werden wiederum diejenigen zur Weiterzucht ausgelesen, die sowohl die gentechnisch 

eingefügten Gene als auch die gewünschten Eigenschaften enthalten. (6) Die (Pseudo)-Rückkreuzung wird 

so oft wiederholt, bis die unerwünschten genetischen Eigenschaften, die durch die Kreuzung mit in das 

Erbgut eingebracht worden sind, entfernt sind. (8) Im letzten Schritt werden die Pflanzen selektioniert, 

welche die gewünschten genetischen Eigenschaften besitzen, nicht aber die gentechnisch eingefügten 

Gene. 

 

15.2 Mögliche Anwendungen in der Pflanzenzucht 

Die Blühverfrühungs-Technik ist insbesondere für die Züchtung neuer Obst- und Forstbaumsorten 

von Interesse. Im Vergleich zur Sortenzüchtung bei einjährigen Pflanzen dauert die Erzeugung 
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neuer Sorten bei Bäumen sehr lange. Da Obst- und Forstbäume lange brauchen, um zur ersten 

Blüte kommen, können bestimmte Eigenschaften mit der klassischen Kreuzungszüchtung erst 

nach vielen Jahrzehnten oder gar nicht in neuen Sorten realisiert werden (Flachowsky et al. 2011, 

Fladung 2011). Um beispielsweise eine neue Apfelsorte zu züchten, die genetische Eigenschaften 

von Wildäpfeln aufweisen soll, können mehr als 50 Jahre Züchtungsarbeit notwendig sein (Fla-

chowsky et al. 2011). Indem die Blühverfrühungs-Technik die vegetative Phase der Bäume auf 

wenige Monate verkürzt, beschleunigt sie den Züchtungsprozess. 

Neben dem Einsatz bei der Züchtung neuer Obst- und Forstbaumsorten wird die Blühverfrühungs-

Technik auch bei einjährigen Pflanzen verwendet, um den Züchtungsprozess abzukürzen (Yamagi-

shi & Yoshikawa 2011a/b). 

15.3 Stand der Entwicklung 

1995 ist an Aspen erstmals gezeigt worden, dass sich mittels gentechnischer Methoden die Ju-

gendphase von Bäumen verkürzen lässt. Seither ist das Verfahren stetig verfeinert, weiter entwic-

kelt und an mehreren Baumarten erprobt worden. Zu diesen Baumarten gehören Apfel (Weigl et 

al. 2015, Kishigami et al. 2014, Yamagishi et al. 2014/2011, Wenzel et al. 2013, Le Roux et al. 

2012, Flachowsky et al. 2011/2007/2006, Tränkner et al. 2010, Zhu et al. 2009), Aspen (Weigel & 

Nilsson 1995), Birne (Freiman et al. 2012, Matsuda et al. 2006), Bitterorange (Endo et al. 2005), 

Eukalypten (Klocko et al. 2015), Kartoffel-Rose (Xing et al. 2014b), Olive (Cerezo et al. 2014), 

Pappel (Hoenicka et al. 2014, Tränkner et al. 2010, Zhang et al. 2010, Böhlenius et al. 2006, Hsu 

et al. 2006), Pflaume (Srinivasan et al. 2012), Kumquat (Duan et al. 2010) und Zitrusbäume (Cer-

vera et al. 2009, Pena et al. 2001). Freisetzungsversuche mit früh blühenden Bäumen sind bei 

Apfel und Pflaume in den USA (ISB 2015, Scorza et al. 2014) sowie bei Citrange und Orange in 

Spanien (JRC 2015) durchgeführt worden. 

Forschungsprojekte bei einjährigen Pflanzen gibt es bei Baumwolle (McGarry & Kragler 2013, 

McGarry & Ayre 2012), Soja (Yamagishi & Yoshikawa 2011a/b) und Tabak (Lewis & Kernodle 

2009). 

 

 

16. Markergen-unterstützte Haploidenzüchtung 

Als Markergen-unterstützte Haploidenzüchtung wird hier ein Verfahren bezeichnet, das die Erzeu-

gung von haploiden Pflanzen erleichtert, indem bestehende Haploiden-Induktionslinien mit einem 

visuell selektierbaren Markergen transformiert werden. Da das Markergen in den resultierenden 

Haploiden nicht mehr vorhanden ist, können aus dem Verfahren Pflanzen hervorgehen, die frei 

von extrazellulär eingeführten DNA-Sequenzen sind. 

16.1 Beschreibung des Verfahrens 

Das Verfahren kombiniert die In-vivo-Haploideninduktion mit der Gentechnik. Die In-vivo-

Haploideninduktion beruht auf dem Einsatz so genannter Induktionslinien; das sind Pflanzen, die – 

als Bestäuber verwendet – haploide Nachkommen entstehen lassen. Ein entscheidender und ar-

beitsaufwendiger Schritt des Verfahrens besteht darin, haploide von diploiden Nachkommen zu 

unterscheiden. Um diesen Schritt zu vereinfachen, können Induktionslinien mit einem Gen 

transformiert werden, das für das grün fluoreszierende Protein (GFP) kodiert. Die Unterscheidung 

der Nachkommen wird mit dem Einsatz solcher GFP-Induktionslinien erleichtert, weil nur diploide 

Nachkommen das GFP bilden. Da die haploiden Nachkommen das Gen für das GFP nicht aufwei-
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sen, können aus dem Verfahren Pflanzen hervorgehen, die frei von extrazellulär eingeführten 

DNA-Sequenzen sein (Yu & Birchler 2015, Palumbo 2003). 

16.2 Mögliche Anwendungen in der Pflanzenzucht 

Das Verfahren kann bei denjenigen Kulturarten zur Herstellung von Haploiden eingesetzt werden, 

bei denen Haploideninduktionslinien existieren.  

16.3 Stand der Entwicklung 

Berichte über die Anwendung des Verfahrens gibt es bei Kartoffel (Palumbo 2003), Mais (Yu & 

Birchler 2015) und Tabak (Hancock et al. 2015). 

 

 

17. Markergen-unterstützte Kreuzungszüchtung 

Als Markergen-unterstützte Kreuzungszüchtung wird hier ein Verfahren bezeichnet, das die Kreu-

zung von Pflanzen unterschiedlicher Arten oder Gattungen erleichtert, indem einer der Kreuzungs-

partner mit einem selektierbarem Markergen ausgestattet wird (Heffelfinger et al. 2015, Kausch et 

al. 2013). Da das Markergen nur während des Züchtungsprozesses gebraucht wird, können die re-

sultierenden Pflanzen frei von rekombinanter DNA sein (Heffelfinger et al. 2015, Kausch et al. 

2013). 

Eine Variante des Verfahrens wird auch In-situ-Embryonenrettung genannt (Hague et al. 2014, 

Tilelli et al. 2012). 

17.1 Beschreibung des Verfahrens 

Das Kreuzen von Pflanzenindividuen, die unterschiedlichen Arten oder Gattungen angehören, ist 

ein seit längerem praktiziertes Vorgehen, um neues Zuchtmaterial zu gewinnen. Dieses – Weite 

Kreuzungen genannte – Verfahren ist sehr arbeits- und zeitaufwendig, weil es schwierig ist, hybri-

de Nachkommen zu selektionieren und/oder die Embryonenrettungs-Technik (embryo rescue tech-

nique) angewendet werden muss. Eine Möglichkeit, Weite Kreuzungen zu erleichtern, bietet die 

Markergen-unterstützte Kreuzung. Sie beruht darauf, dass eine der zu kreuzenden Pflanzen gen-

technisch mit einem selektierbaren Markergen – zum Beispiel einem Gen für Herbizidtoleranz – 

ausgestattet wird. Damit wird es möglich, hybride Kreuzungsnachkommen zu selektionieren 

und/oder die Embryonenrettung zu vereinfachen, weil unreife Embryonen direkt zusammen mit 

ihrem Nährgewebe in Kultur genommen werden können (Kausch et al. 2013). Hybride Nachkom-

men, die fertil sind, können dann mit der gentechnisch nicht veränderten Elterpflanze rückge-

kreuzt werden, wodurch sich das transgene Markergen segregieren lässt (Kausch et al. 2013). 

17.2 Mögliche Anwendungen in der Pflanzenzucht 

Die Markergen-unterstützte Kreuzung vereinfacht Weite Kreuzungen und erleichtert es damit, 

Gene aus nur schwer kreuzbaren Arten in eine Kulturart zu übertragen. Das Verfahren ist für die 

Pflanzenzüchtung dann interessant, wenn die genetische Variation innerhalb einer Kulturart nicht 

ausreicht, um züchterische Verbesserungen zu erzielen. 

17.3 Stand der Entwicklung 

Die Markergen-unterstützte Kreuzung wird gegenwärtig bei der Rutenhirse angewendet (Heffelfin-

ger et al. 2015, Hague et al. 2014, Kausch et al. 2013, Tilelli et al. 2012). Ob das Verfahren auch 

bei anderen Kulturarten erprobt wird, ist nicht bekannt. 
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18. Reverse Breeding (RB) 

Reverse breeding (RB) ist ein Züchtungsverfahren, das gentechnische Methoden nutzt, um die 

meiotische Rekombination zu unterdrücken, und damit die Züchtung von F1-Hybriden erleichtert 

(Dirks et al. 2009). Da die gentechnische Veränderung im Endprodukt nicht mehr gebraucht wird, 

können aus dem Reverse Breeding Pflanzen hervorgehen, die frei von extrazellulär eingeführten 

DNA-Sequenzen sind (Lusser & Davies 2013, Lusser et al. 2012/2011, Chan 2010, Dirks et al. 

2009, Wijnker & de Jong 2008). 

18.1 Beschreibung des Verfahrens 

Das RB-Verfahren besteht aus einer Kombination aus gentechnischen Methoden, Techniken zur 

Herstellung doppelhaploider Pflanzen (DH-Technik), Gewebekulturtechniken und herkömmlichen 

Kreuzungsverfahren.  

Die gentechnischen Methoden werden dazu benutzt, um bei einer ausgewählten heterozygoten 

Pflanze die meiotische Rekombination zu unterdrücken. Erreicht werden kann dies, indem die Ex-

pression von solchen pflanzeneigenen Genen stillgelegt wird, die am meiotischen Rekombinations-

prozess beteiligt sind (Schaart & Visser 2009, COGEM 2006). Für die Stilllegung dieser Gene 

stehen drei gentechnische Strategien zur Diskussion (Vogel 2012, Dirks et al. 2009): Transfor-

mation, VIGS (Abschnitt 21) und Pfropfen mit gentechnisch veränderten Wurzelstöcken (Abschnitt 

4.2). In Abbildung 7 sind die wichtigsten Züchtungsschritte dargestellt für den Fall, dass die 

meiotische Rekombination via Transformation unterdrückt wird. 

18.2 Mögliche Anwendungen in der Pflanzenzucht 

In der Literatur werden vor allem zwei mögliche Anwendungen des Reverse Breeding diskutiert: 

Herstellung von F1-Hybriden für die Landwirtschaft und Erzeugung von Chromosomen-Substitu-

tionslinien für die weitere Züchtung (Lusser et al. 2011, Chan 2010, Dirks et al. 2009, Wijnker & 

de Jong 2008, Forster et al. 2007). Diese Anwendungen sind bei Pflanzenarten möglich, die nicht 

mehr als 12 Chromosomen haben und bei denen die DH-Technik angewendet werden kann (Lusser 

et al. 2011, Dirks et al. 2009). 

Die wichtigste Anwendung des RB-Verfahrens besteht in der Erhaltung von Elite-Genotypen bezie-

hungsweise der Herstellung von F1-Hybriden. Da sich mit dem Reverse Breeding für jede beliebige 

heterozygote Pflanze die homozygoten Eltern erzeugen lassen, wird es möglich, auch uncharakte-

risierte heterozygote Genotypen mit Eliteeigenschaften zu erhalten. Mit herkömmlichen Züch-

tungsmethoden ist dies kaum zu erreichen (Dirks et al. 2009, Wijnker & de Jong 2008). Das Re-

verse Breeding erleichtert und beschleunigt die Züchtung von F1-Hybriden (Schaart & Visser 

2009).  

Neben der Herstellung von F1-Hybriden kann das Reverse Breeding auch dazu benutzt werden, 

Chromosomen-Substitutionslinien zu erzeugen. Diese Linien enthalten ein oder mehrere Chromo-

somen eines Elternteils im genetischen Hintergrund des anderen Elternteils. Durch Rückkreuzung 

können so beispielsweise Hybride entstehen, die für alle ausser einem Chromosom heterozygot 

sind beziehungsweise die für alle ausser einem Chromosomen homozygot sind (Dirks et al. 2009). 

Chromosomen-Substitutionslinien können für die Zuordnung von Eigenschaften sowie die Verbes-

serung der Elternlinien genutzt werden (Lusser et al. 2011, Chan 2010, Wijnker & de Jong 2008). 
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des Reverse Breeding nach Wjinker & de Jong (2008). Die 

fiktive Ausgangspflanze ist ein F1-Hybrid mit drei Chromosomenpaaren (2n=2x=6). Die meiotische 

Rekombination wird unterdrückt, indem der F1-Hybrid mit einem RNAi-Konstrukt transformiert wird. Das 

RNAi-Konstrukt führt zur Stilllegung eines der Gene, das für das Crossing-over benötigt wird. Die roten 

Punkte repräsentieren die eingeführten RNAi-Konstrukte. Die achiasmatische Meiose führt zu Sporen, die 

nicht rekombinante Chromosomen besitzen. Die meisten der entstehenden Sporen sind unausgeglichen 

(nicht gezeigt), einige der Sporen sind ausgeglichen (mehrere Möglichkeiten sind dargestellt). Aus den 

ausgeglichenen Sporen werden doppelhaploide Pflanzen produziert. Unter den doppelhaploiden Pflanzen 

können diejenigen reziproken Genotypen (Elter 1 und Elter 2) ausgesucht werden, die das RNAi-Kon-

strukt nicht mehr besitzen und nach Kreuzung den ursprünglichen F1-Hybrid ergeben. Elter 1 und Elter 2 

stammen von zwei unterschiedlichen Primärtransformanten ab, die das RNAi-Konstrukt in verschiedenen 

Chromosomen aufweisen. Bildquelle: Wijnker & de Jong (2008). 

 

18.3 Stand der Entwicklung 

Das Konzept für das Reverse Breeding ist im Jahr 2001 beschrieben (Dirks et al. 2001) und die 

Machbarkeit 2012 an Arabidopsis gezeigt worden (Wijnker et al. 2012). In der Literatur werden 

mögliche Anwendungen des Verfahrens diskutiert (Barabaschi et al. 2016, Crismani et al. 2013, 

McGarry & Kragler 2013, Chan 2010, Dirks et al. 2009, Wijnker & de Jong 2008, Forster et al. 

2007), konkrete Anwendungsbeispiele an Kulturpflanzen finden sich gegenwärtig jedoch nicht. 

 

19. Seed Production Technology 

Die Seed Production Technology (SPT) ist ein Prozess, bei dem gentechnisch veränderte Erhal-

tungs-Linien genutzt werden, um männlich-sterile Mutterlinien zu vermehren, die in der Produk-

tion von Hybridsaatgut eingesetzt werden können (Wu et al. 2015, Whitford et al. 2013, FSANZ 

2013, Shenoy & Sharma 2012). Im Endprodukt, dem Hybridsaatgut, sind die gentechnischen Ver-

änderungen der Erhaltungs-Linie nicht mehr enthalten (Wu et al. 2015). Da die SPT keine Entfah-

nung der Mutterlinien bedarf, lassen sich bei der Herstellung von Hybridsaatgut höhere Erträge 

und bessere Qualitäten erzielen. 

19.1 Beschreibung des Verfahrens 

Die SPT beruht auf dem Einsatz zweier unterschiedlicher Inzuchtlinien: einer männlich sterilen 

Mutterlinie und einer gentechnisch veränderten Erhaltungs-Linie, die denselben genetischen Hin-
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tergrund hat wie die Mutterlinie. Die männlich-sterile Mutterlinie wirkt bei der Produktion von Hy-

bridsaatgut als weiblicher Elter. Da sie männlich-steril ist, kann sie sich nicht selber befruchten, 

weshalb die normalerweise bei der Hybridsamenproduktion notwendige Entfahnung entfällt. Um 

die männlich-sterile Mutterlinie selbst vermehren zu können, wird die gentechnisch veränderte Er-

haltungs-Linie eingesetzt. Diese Linie enthält ein Konstrukt aus drei Genen: (I) ein Gen für ein 

männliches Fertilitätsprotein, das in den Antheren exprimiert ist; (II) ein Alpha-Amylase-Gen, das 

in den Pollenkörnern aktiv ist; sowie (III) ein in den Samen aktives dsRed-Gen. Anders als die 

männlich sterile Mutterlinie kann die Erhaltungslinie Pollen bilden. Die Hälfte der gebildeten Pollen 

enthält das eingeführte Genkonstrukt und ist unfruchtbar. Die andere Hälfte der Pollen enthält das 

Genkonstrukt nicht und ist fruchtbar. 

Der Prozess der SPT besteht hauptsächlich aus drei Schritten: 1. Vermehrung der Erhaltungs-

Linie, 2. Vermehrung der männlich-sterilen Mutterlinie, 3. Produktion des Hybridsaatguts, das in 

den Verkauf gelangt.  

Bei der Vermehrung der Erhaltungslinie wird diese mit sich selbst befruchtet. Die resultierenden 

Samen sind entweder rot oder gelb, wobei nur die roten Samen das eingeführte Genkonstrukt ent-

halten und für die Vermehrung der männlich-sterilen Mutterlinie ausgewählt werden. Die Sortie-

rung der roten und gelben Samen erfolgt dabei maschinell. Bei der Vermehrung der Mutterlinie 

sorgen dann die nicht-transgenen Pollen der gentechnisch veränderten Erhaltungslinie für die Be-

stäubung. Die im Vermehrungsfeld gebildeten Samen können wiederum maschinell nach gelben 

und roten Samen sortiert werden. Die gelben, nicht-transgenen Samen werden schliesslich zusam-

men mit Samen einer männlich-fertilen Elite-Inzuchtlinie in einem Vermehrungsfeld ausgesät. Die 

Ernte dieses Feldes besteht aus den Samen, die als Hybridsaatgut in den Verkauf gelangen. 

Die Angaben zur Beschreibung der SPT stammen aus USDA (2011) und Waltz (2012). 

19.2 Mögliche Anwendungen in der Pflanzenzucht 

Die SPT ist kein eigentliches Züchtungsverfahren, sondern ein Prozess, der die Produktion von 

Hybridsaatgut effizienter macht. Die Effizienz wird gesteigert, weil die bei der Herstellung von Hy-

bridsaatgut oft notwendige Entfahnung der Mutterlinie wegfällt. Auch wenn die SPT ursprünglich 

für die Herstellung von Hybridsaatgut bei Mais entwickelt worden ist, ist ihre Anwendung bei ande-

ren Kulturarten ebenfalls möglich (Wu et al. 2015, FSANZ 2013). 

19.3 Stand der Entwicklung 

In den USA kann die SPT bei der Herstellung von kommerziellem Hybridmaissaatgut eingesetzt 

werden. Das US-Landwirtschaftsministerium hat 2011 die gentechnisch veränderte Erhaltungs-

Linie DP-32138-1 für den Anbau zugelassen (Wu et al. 2015). 

Die Machbarkeit des Verfahrens bei Reis und Weizen wird gegenwärtig untersucht (Pioneer 2015, 

FSANZ 2013).  

 

 

20. Zentromer-vermittelte Genomelimination 

Das Verfahren der Zentromer-vermittelten Genomelimination nutzt gentechnische Methoden, um 

Haploiden-Induktionslinien zu erzeugen, und ermöglicht damit die Herstellung doppelhaploider 

Pflanzen (Ravi et al. 2014, Ravi & Chan 2013/2010). Da die gentechnische Veränderung im End-

produkt nicht mehr benötigt wird, können Pflanzen entstehen, die frei von extrazellulär eingeführ-

ter DNA sind (Murovec & Bohanec 2011, Chan 2010). 
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Das Verfahren wird auch als Zentromer-vermittelte Chromosomeneliminationstechnik (centromere 

mediated chromosome elimination technique, CCE-technique) bezeichnet (Camacho et al. 2014) 

20.1 Beschreibung des Verfahrens 

Bei der Zentromer-vermittelten Genomelimination werden neue, gentechnisch veränderte Haplo-

iden-Induktionslinien hergestellt (Chan 2010). Werden Pflanzen mit diesen gentechnisch erzeug-

ten Induktionslinien gekreuzt, entstehen unter anderem Nachkommen, die haploid sind und nur 

Chromosomen der gentechnisch nicht veränderten Pflanze enthalten. Aus den haploiden Pflanzen 

können entweder spontan oder nach Anwendung von Chromosomensatzverdoppelungsmethoden 

doppelhaploide Pflanzen entstehen. 

20.2 Mögliche Anwendungen in der Pflanzenzucht 

Die Zentromer-vermittelte Genomelimination bietet eine neue Möglichkeit, um doppelhaploide 

Pflanzen herzustellen (Chan 2010, Copenhaver & Preuss 2010). Doppelhaploide Pflanzen spielen in 

der Züchtung eine wichtige Rolle, weil Eigenschaften fixiert werden können, ohne dass Rückkreu-

zungen über mehrere Generationen vorgenommen werden müssen (Dwivedi et al. 2015, Ferrie & 

Möller 2011). 

Da das Verfahren den Transfer von parentalen Chromosomen in ein maternales Zytoplasma mög-

lich macht, lassen sich auch Pflanzen mit cytoplasmatischer männlicher Sterilität erzeugen (Chan 

2010). Zudem könnte mit dem Verfahren bei polyploiden Pflanzen die Ploidie halbiert werden. Dis-

kutiert wird auch eine mögliche Kombination mit dem Reverse breeding (Stower 2012, Wijnker et 

al. 2012). 

20.3 Stand der Entwicklung 

Die Machbarkeit der Zentromer-vermittelten Genomelimination ist im Jahr 2010 an Arabidopsis 

gezeigt worden (Ravi & Chan 2010). Veröffentlichungen über Anwendungen an anderen Pflanzen-

arten finden sich bisher nicht. Das Verfahren findet in der Pflanzenzüchtung jedoch grosses Inter-

esse (Dwivedi et al. 2015, Tek et al. 2015, Comai 2014, Bhat 2011, Brownfield & Köhler 2011, Se-

gui-Simarro et al. 2011, Marimuthu et al. 2011, Murovec & Bohanec 2011, Chan 2010, Copenha-

ver & Preuss 2010) und wird gegenwärtig bei mehreren Kulturarten erprobt – unter anderem bei 

Banane, Gerste, Maniok, Rutenhirse, Sojabohne und Zuckerrübe (Tek et al. 2015). 

 

 

21. Virus-induziertes Gen-Silencing (VIGS) 

Das Virus-induzierte Gen-Silencing (VIGS) ist ein Verfahren, bei dem rekombinante pflanzenvirale 

Vektoren eingesetzt werden, um die Expression von endogenen Pflanzengenen stillzulegen (Scha-

art & Visser 2009). Das Verfahren dient als Werkzeug für die funktionale Genomik und die Reverse 

Genetik (Di Stilio 2011, Purkayastha & Dasgupta 2009), wird aber auch bei der herkömmlichen 

sowie der Marker-unterstützten Züchtung eingesetzt (Senthil-Kumar & Mysore 2011b). Zudem 

wird VIGS auch als mögliches Werkzeug für NPZV diskutiert (Senthil-Kumar & Mysore 2011b), ins-

besondere im Zusammenhang mit der RNA-dirigierten DNA-Methylierung (Kanazawa et al. 2011a; 

Abschnitt 13), dem Reverse Breeding (Dirks et al. 2009; Abschnitt 18) und der Blühverfrühungs-

Technik (Sasaki et al. 2011; Abschnitt 15). 
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21.1 Beschreibung des Verfahrens 

VIGS nutzt rekombinante virale Vektoren für das Silencing von endogenen Pflanzengenen. Die 

viralen Vektoren werden dabei nicht in Keimzellen eingebracht, sondern in somatische Zellen. Eine 

stabile Transformation der Pflanzen wird somit nicht beabsichtigt. 

VIGS basiert hauptsächlich auf dem pflanzeneigenen Prozess des siRNA-vermittelten RNA-Silen-

cing. Bei diesem Prozess werden aus langer doppelsträngiger RNA (dsRNA) so genannte small in-

terfering RNAs (siRNA) gebildet, die dazuführen, dass diejenigen mRNAs abgebaut werden, die 

Homologien zur dsRNA beziehungsweise siRNA aufweisen. Durch den Abbau der mRNA kommt es 

zum posttranskriptionellen Gen-Silencing (PTGS) der korrespondierenden Gene. Neben der Auslö-

sung des PTGS ist es mit VIGS auch möglich, den pflanzeneigenen Prozess der RNA-vermittelten 

DNA-Methylierung auszunutzen und damit ein transkriptionelles Gen-Silencing (TGS) zu bewirken 

(Kanazawa et al. 2011a/b). In diesen Fällen führen die siRNAs zur de novo Methylierung von Cyto-

sinen und zwar in DNA-Regionen, die homolog zu den dsRNAs beziehungsweise siRNAs sind. Er-

folgt die de novo Methylierung innerhalb von Promotor-Sequenzen, kann dies zum TGS des kor-

respondierenden Gens führen (Eamens et al. 2008, Matzke et al. 2007). 

Um die oben beschriebenen Prozesse auszunutzen, werden beim VIGS Pflanzenviren so gentech-

nisch verändert, dass sie Teile der Sequenz desjenigen Pflanzengens (bzw. Promotors) besitzen, 

das stillgelegt werden soll. Werden solche rekombinanten Viren in die Pflanzenzellen eingebracht, 

kommt es durch die Replikation zur Bildung von dsRNA und damit zum PTGS oder TGS. 

VIGS besteht hauptsächlich aus drei Schritten: (I) Herstellung der rekombinanten Vektoren, (II) 

Einschleusen der Vektoren in die Pflanze und (III) Silencing des Zielgens. Wird Material der behan-

delten Pflanze für die weitere Züchtung verwendet, folgt ein vierter Schritt, der darin besteht, den 

VIGS-Vektor zu entfernen. 

Zur Herstellung der rekombinanten Vektoren können sowohl RNA- wie auch DNA-Pflanzenviren be-

nutzt werden (Senthil-Kumar & Mysore 2011b, Purkayastha & Dasgupta 2009). Möglich ist auch 

der Einsatz von Satelliten-Viren (satellite virus-induced silencing system, SVISS; Gossele et al. 

2002). Von Interesse sind insbesondere Viren beziehungsweise Vektoren, die in mehreren Pflan-

zenarten benutzt werden können und die schwach oder attenuiert sind, so dass sie wenige oder 

gar keine Krankheitssymptome in den Pflanzen auslösen. 

Das Einschleusen der Vektoren in die Pflanzen kann mit verschiedenen Methoden gelingen, wobei 

die Wahl der Methode von der jeweiligen Pflanzenart und dem Vektor abhängt. Zu den möglichen 

Methoden gehören: biolistische Verfahren, die mechanische Inokulation von in vitro transkribierter 

RNA, die Inokulation von RNA aus Blattextrakten infizierter Pflanzen sowie die Agroinfektion und 

Agroinokulation (Stratmann & Hind 2011, Purkayastha & Dasgupta 2009, Robertson 2004). Bei 

den letzten beiden Verfahren werden die viralen Vektoren in T-DNA-Vektoren von Agrobakterien 

eingebracht (siehe Abschnitt 14). 

VIGS ist in den weitaus meisten Fällen vorübergehend und dauert üblicherweise 2 bis 16 Wochen 

an. Es kann jedoch auch während der ganzen Lebensspanne von Pflanzen anhalten und – falls der 

virale Vektor übertragen oder im Falle eines TGS – an Nachkommen übertragen werden (Senthil-

Kumar & Mysore 2011a/b, Becker & Lange 2010). 

Die Selektion von Virus-freien Nachkommen kann mit unterschiedlichen Methoden erfolgen, wobei 

die Wahl der Methode davon abhängt, wie die verwendete Pflanze sich fortpflanzt und ob der 

eingesetzte Virus via Samen übertragen werden kann oder nicht (Senthil-Kumar & Mysore 2011b, 

Schaart & Visser 2009). Bei vegetativ vermehrten Pflanzen kann die Elimination der Viren mit spe-

ziellen Techniken wie Thermotherapie, Kryotherapie und Meristemkultur gelingen (Senthil-Kumar 

& Mysore 2011b, Schaart & Visser 2009, Wang & Valkonen 2009/2008, Wang et al. 2008). Bei 
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sexuell vermehrten Pflanzen können die Samen weiter verwendet werden, falls der eingesetzte 

Virus nicht oder nicht hundertprozentig via Samen übertragen wird (Senthil-Kumar & Mysore 

2011b, Schaart & Visser 2009). 

21.2 Mögliche Anwendungen in der Pflanzenzucht 

VIGS wird mehrheitlich in der Grundlagenforschung eingesetzt und zwar als Werkzeug für die 

funktionale Genomik und die Reverse Genetik (Becker & Lange 2010, Purkayastha & Dasgupta 

2009, Robertson 2004). Die Resultate aus dieser Forschung wiederum können Anwendung in der 

Pflanzenzucht finden. So lassen sich mittels VIGS Kandidatengene identifizieren, die entweder zur 

Herstellung gentechnisch veränderter Pflanzen oder in der Marker-unterstützten Züchtung einge-

setzt werden können (Senthil-Kumar & Mysore 2011b). Diese indirekte Anwendungsmöglichkeit ist 

für die vorliegende Arbeit nicht relevant, da sie entweder eindeutig zu GVO-Produkten oder ein-

deutig zu nicht-GVO-Produkten führt. 

Relevant sind hingegen die direkten Anwendungsmöglichkeiten. Eine davon ist die Identifikation 

von Zuchtlinien mit gewünschten Eigenschaften. Pflanzen, die mit Hilfe von VIGS identifiziert wer-

den, könnten dabei direkt als Eltern für die Züchtung eingesetzt werden. Da beim VIGS keine 

Gene in das Erbgut von Keimbahnzellen eingefügt werden sollten und der eingesetzte virale Vektor 

nicht via Samen übertragen werden muss, könnten somit Pflanzen entstehen, die frei von rekom-

binanten Nukleinsäuren sind. 

Drei weitere Anwendungsmöglichkeiten, die derzeit in der Literatur diskutiert werden, bestehen 

darin, VIGS als Werkzeug für die RNA-dirigierte DNA-Methylierung (Kanazawa et al. 2011a/b; Ab-

schnitt 13), das Reverse Breeding (Dirks et al. 2009; Abschnitt 18) und die Blühverfrühungs-Tech-

nik (Sasaki et al. 2011, Senthil-Kumar & Mysore 2011b; Abschnitt 15) zu verwenden. In allen drei 

Fällen können Pflanzen hergestellt werden, welche den eingesetzten viralen Vektor nicht mehr ent-

halten.  

21.3 Stand der Entwicklung 

VIGS ist Mitte der 1990er Jahre erstmals angewendet worden (Kumagai et al. 1995). Seither wur-

de das Verfahren stetig verfeinert und weiter entwickelt. Heute sind mehr als 30 verschiedene 

VIGS-Vektoren bekannt, die insgesamt an über 40 Pflanzenarten angewendet worden sind (Sen-

thil-Kumar & Mysore 2011b). 

Ob und in welchem Umfang VIGS derzeit in Pflanzenzuchtprogrammen zur Selektion von Elter-

pflanzen verwendet wird, geht aus den gesichteten Unterlagen nicht hervor. 

Der Einsatz des VIGS-Verfahrens als Werkzeug für NPZV wird bei der Blühverfrühungs-Technik 

und der RNA-dirigierte DNA-Methylierung erprobt (Kanazawa et al. 2011a/b, Sasaki et al. 2011, 

Senthil-Kumar & Mysore 2011b). 

 

 

22. Virus-unterstützte Genexpression 

Die Virus-unterstützte Genexpression (VUGE) ist eine Technik, bei der pflanzenvirale Vektoren da-

zu benutzt werden, um in Pflanzen vorübergehend neu eingeführte Gene zu exprimieren. Das Ver-

fahren ist weitgehend identisch mit dem im Abschnitt 21 beschriebenen VIGS mit dem Unter-

schied, dass die viralen Vektoren bei der VUGE nicht RNAi-Konstrukte sondern Expressionskasset-

ten enthalten. 
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VUGE wird teilweise als Werkzeug für NPZV erprobt, insbesondere bei der NRE-Technik (Ali et al. 

2015a/b, Mahfouz & Li 2011, Vainstein et al. 2011, Marton et al. 2010; Abschnitt 6) und der Blüh-

verfrühungs-Technik (Yamagishi et al. 2011, Yamagishi & Yoshikawa 2011a/b; Abschnitt 15). 

 

 

23. Transformation mit Wildtyp Agrobacterium rhizogenes 

Die Transformation mit Wildtyp Agrobcaterium rhizogenes, in der Literatur auch «Natürliche 

Transformation» genannt, ist ein Verfahren, bei dem die T-DNA des Ri-Plasmids der Bakterien in 

unveränderter Form in das Erbgut von Pflanzen übertragen wird (Kuligowska et al. 2015, Lütken 

et al. 2015). Auch wenn das Verfahren ohne den Einsatz rekombinanter DNA auskommt, enthalten 

die resultierenden Pflanzen artfremde Gene, weshalb sie als transgen gelten können. Es könnte 

entsprechend zu klären sein, ob die resultierenden Pflanzen rechtlich GVO sind oder nicht. 

In Dänemark sind mit dem Verfahren kompakt wachsende Kalanchoe entwickelt worden (AgroTech 

2015). In Italien fanden Freisetzungsversuche mit Wurzelstöcken von Kirschen statt, die mit Wild-

typ A. rhizogenes transformiert worden sind (Rugini et al. 2015). 

 

 

24. Konzepte für neue Pflanzenzuchtverfahren 

24.1 Epigenetische Editierung 

Die Epigenetische Editierung wird von verschiedenen Autoren als mögliches NPZV diskutiert, das 

zur gezielten Veränderung des Epigenoms von Pflanzen eingesetzt werden könnte (Bortesi & 

Fischer 2015, Kumar & Jain 2015, Fichtner et al. 2014, Zhang & Hsieh 2013). 

Das Konzept der Epigenetischen Editierung ist vergleichbar mit dem NRE-Verfahren (Abschnitt 6). 

Anders als beim NRE-Verfahren werden dabei nicht ortspezifische Nukleasen verwendet, sondern 

Enzyme, die durch eine Fusion von programmierbaren DNA-Bindungsdomänen (ZF, TALE oder 

dCas) mit Chromatinmodifikationsdomänen (zum Beispiel Methylasen, Demethylasen oder Histon-

acetylasen) hergestellt werden. Mit solchen synthetischen Enzymen – so die Idee – sollen sich in 

Pflanzen an vorbestimmten Orten des Erbguts epigenetische Veränderungen erzeugen lassen. 

Ausserhalb des Pflanzenreichs ist die Funktionalität solcher Enzyme bereits gezeigt worden (Keung 

et al. 2015, Köeferle et al. 2015). 

Da die mit den synthetischen Enzymen neu erzeugten Methylierungsmuster stabil weiter vererbt 

werden können, wäre die Anwesenheit der Gene, die für die synthetischen Enzyme kodieren, in 

der Pflanze nur vorübergehend für die Erzeugung der Epiallele notwendig. Entsprechend könnten 

sich mit der Epigenetischen Editierung transgenfreie Pflanzen erzeugen lassen. 

24.2 Transgen-basierte rekurrente Selektion 

Die Transgen-basierte rekurrente Selektion ist ein von Tanaka (2010) vorgeschlagenes Verfahren, 

das bei selbstbefruchtenden Pflanzenarten ermöglichen soll, Gene für bestimmte Merkmale in 

einer Population anzureichern, ohne die genetische Basis einzuengen. Das Konzept beruht darauf, 

Pflanzen gentechnisch so zu verändern, dass sie eine positiv wie negativ selektierbare männliche 

Sterilität aufweisen. Da die gentechnische Veränderung im Endprodukt nicht mehr benötigt wird, 

können aus dem Verfahren transgenfreie Pflanzen hervorgehen (Tanaka 2010). 

http://www.pflanzenforschung.de/index.php?cID=8772
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24.3 Gezielte chemische Mutagenese 

Die gezielte chemische Mutagenese wird von COGEM (2006) als mögliches NPZV diskutiert. Die 

Idee hinter dem Verfahren ist, mutagene Substanzen an Oligonukleotide zu koppeln, um damit an 

vorbestimmten Orten des Erbguts Mutationen zu erzeugen. Die Funktion der Oligonukleotide 

besteht dabei darin, die mutagene Substanz an die Zielsequenz im Erbgut zu lenken. Konkrete 

Beispiele von Anwendungen des Verfahrens an Pflanzen finden sich in der Literatur bisher nicht. 
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